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RIASSUNTO
Le sindromi mielodisplastiche sono un gruppo eterogeneo di  patologie 
neoplastiche  clonali  acquisite.  Tali  disordini,  originati  dalla  cellula 
staminale  pluripotente  del  midollo  osseo,  sono  caratterizzati  da 
emopoiesi  inefficace,  citopenie periferiche e frequente evoluzione in 
leucemia acuta.  Processi  multi-step in numerosi  pathways biologici 
sono implicati nella patogenesi e portano alla progressione di malattia 
nelle  mielodisplasie.  Da  diversi  anni  si  sono  susseguiti  sistemi 
classificativi che favorissero l’inquadramento diagnostico e la terapia 
dei pazienti,  così da migliorare le decisioni cliniche. Il punto critico 
rimane la mancanza di un marcatore che possa stratificare il rischio 
all’interno delle MDS e predire la progressione dello stato di malattia.
In questo studio si è cercato di verificare l’efficacia del trattamento 
standard con Azacitidina in 53 pazienti affetti da mielodisplasia, in 
particolare ad alto rischio. 
Inoltre,  vista  la  già  dimostrata  importanza  di  WT1 nel  predire  la 
risposta  in  caso  di  progressione  di  malattia,  recidiva  e  malattia 
minima  residua,  abbiamo  correlato  i  livelli  di  espressione  del 
marcatore, alla diagnosi ed in corso di trattamento, nei pazienti dello 
studio del nostro Centro. 
Recentemente  poi  l’indagine  sull’aploinsufficienza  del  gene  RPS14, 
riscontrata in tutti i sottotipi di MDS, ci ha portato a focalizzare la 
nostra attenzione su questo marcatore. 
I  risultati  ottenuti  sembrano  indicare  l’utilità  nel  monitoraggio 
seriato dei livelli di WT1 in pazienti trattati con agenti demetilanti, 
dimostrandosi  in  grado di  predire  la  tendenza alla  progressione in 
corso di trattamento. Dai dati raccolti emerge inoltre l’ipotesi di un 
ruolo  di  RPS14  come  marcatore  per  la  stratificazione  della  scelta 
terapeutica in relazione ai livelli di espressione del gene alla diagnosi.
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CAPITOLO  1  - 
Introduzione
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1.1 Le Sindromi  mielodisplastiche 
Le sindromi mielodisplastiche (MDS) sono un gruppo eterogeneo di 
disordini  clonali  acquisiti  della  cellula  staminale  emopoietica 
pluripotente,  caratterizzati  da  disemopoiesi  midollare  e  citopenia 
periferica uni  o plurilineare  con rischio  variabile  di  trasformazione 
leucemica  (Tefferi,  2003).  In  questi  quadri  l’emopoiesi  risulta 
inefficace  perché,  sebbene  sia  presente  un  midollo  iperplastico,  la 
maturazione  dei  precursori  emopoietici  risulta  variabilmente 
compromessa  per  incremento  dei  meccanismi  apoptotici.  A  ciò 
corrispondono  aspetti  morfologici  che  caratterizzano  la  displasia 
midollare e che sono ritrovabili  in ognuna delle linee emopoietiche. 
Un certo numero di malati mostra progressivo incremento della quota 
blastica,  fino  alla  possibile  trasformazione  in  leucemia  acuta.  In 
questi  soggetti  vengono  meno  i  meccanismi  di  incremento  della 
apoptosi e prendono il sopravvento meccanismi di disregolazione del 
ciclo  cellulare,  con  conseguente  incremento  dell’indice  mitotico, 
vantaggio proliferativo del clone displastico ed accumulo di blasti.
La disfunzione cellulare causa aumentato rischio infettivo e necessità 
trasfusionale nella maggioranza dei pazienti. 
A causa della difficoltà nella diagnosi e nella classificazione, studi gli 
epidemiologici riportano differenti tassi d’incidenza: tra 2 e 12,6 casi 
per 100.000 abitanti/ anno, con un incremento d’incidenza fino a 50 
casi per 100.000 abitanti/ anno nella popolazione con più di 70 anni. 
Infatti l’età media alla diagnosi è di circa 70 anni, con una prevalenza 
nel sesso maschile (Aul et al, 2001). 
La  patologia  mielodisplastica  può  insorgere  “de  novo”  (primitiva  o 
idiopatica)  o  essere  secondaria.  Le  MDS  secondarie  insorgono  in 
soggetti  esposti  a  sostanze  tossiche,  radiazioni  ionizzanti,  farmaci 
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antiblastici.  In  quest’  ultimo  caso  si  parla  più  correttamente  di 
sindromi  mielodisplastiche  “terapia-correlate”  (MDS-tp)  (Yin  el  al 
1996;  West  et  al,  1955;  Moloney,  1987;  Pedersen-  Bjergaard  et  al 
1993).  Dati  complementari  indicano  un  ruolo  dell’esposizione  al 
tabacco  abuso  d’alcool,  infezioni  virali  o  disordini  autoimmuni 
(Warlick el al 2007).
In  ambito  pediatrico  le  mielodisplasie  sono  rare  e  mostrano  una 
prevalenza di circa 3 casi/milione. Gli aspetti displastici del midollo le 
accomunano con le MDS dell’ adulto, ma gli aspetti clinici risultano 
essere  diversi.  Nelle  forme  pediatriche  è  frequente  la  presenza  di 
malattie genetiche o congenite come l'anemia di Fanconi, la sindrome 
di  Bloom,  Sindrome  di  Diamond-Blackfan  così  come  sindrome  di 
Down, la sindrome di  Shwachman-Diamond,  e la neurofibromatosi. 
L'ereditabilità di geni di suscettibilità specifici non è ancora chiara: 
alterazioni a tali livelli potrebbero essere ereditate in linea germinale 
o indotte dalla terapia antitumorale (mutazioni somatiche) (Moyzis, 
1988).
Fisiopatogenesi
Alterazioni  in  numerosi  pathways  biologici  sono  stati  dimostrati 
essere implicati nella fisiopatologia delle mielodisplasie. Tuttavia si 
ipotizza che un iniziale evento genetico colpisca la cellula staminale 
emopoietica, con il conseguente sviluppo di eccesso di citochine e di 
risposta  infiammatoria.  Questo  sembra  essere  in  grado  di 
determinare uno stato proapoptotico/proliferativo che risulta in una 
citopenia  periferica,  nonostante  una  ipercellularità  midollare 
(Bernasconi, 2008).
Anomalie  cromosomiche  possono  essere  rilevate  in  circa  il  40-60% 
delle  forme  primitive  di  mielodisplasia  ed  in  circa  il  70-90% delle 
forme secondarie, supportando l’ipotesi dell’evento citogenetico nella 
patogenesi  e  suggerendo  un  ruolo  prognostico.  Può  trattarsi  di 
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riarrangiamenti  cromosomici/traslocazioni  (bilanciate  o  meno)  o 
anomalie come delezioni, monosomie, trisomie, duplicazioni, così come 
possono  essere  presenti  cariotipi  complessi  comprendenti  3  o  più 
difetti  cromosomici.  Tali  alterazioni  hanno  un  peso  prognostico 
differente  (Rund  et  al.  2004;  Onley  el  al  2000).  La  variabilità  di 
risposta  al  trattamento  e  l’andamento  clinico  correlato  al  dato 
citogenetico indicano un probabile differente comportamento nel clone 
displastico:  prevalente  arresto  della  differenziazione  e  stato 
citochimico  pro-infiammatorio  nella  coorte  a  basso  rischio 
citogenetica; verso un vantaggio proliferativo, probabilmente dovuto 
ad un’instabilità  genetica  sottostante  o  da alterata  espressione  del 
silenziamento genico di geni del DNA repair o geni oncosoppressori, 
nella coorte ad alto rischio. Inoltre, un’alterazione della sorveglianza 
immunologica  crea  potenzialmente  un  ambiente  in  cui  la 
trasformazione  in  leucemia  acuta  diventa  un  eventualità  concreta 
(Rajapaksa et al 1996; Parker et al, 2000; Rosenfeld et al, 2000). 
I percorsi implicati nella patogenesi e che portano alla progressione di 
malattia  nelle  mielodisplasie  possono  essere  suddivise  in  cinque 
categorie  principali  comprendendo  il  danno  cellulare  derivante  da 
sostanze  tossiche  provenienti  da  esposizioni  ambientali  e 
dall'invecchiamento  cellulare,  alterazioni  genetiche  ed  epigenetiche 
con  perdita  o  guadagno  di  funzione  genica,  cambiamenti 
nell’equilibrio  del  microambiente  midollare,  disregolazione  del 
sistema immune ed alterata regolazione del ciclo cellulare con blocco 
del  differenziamento,  apoptosi  ed  alterazione  dei  processi  di 
proliferazione  che  si  sviluppano  all'interno  della  cellula  staminale 
ematopoietica  attraverso  un  processo  multi-step  (Rosenfeld  et  al, 
2000; Steensma et al, 2003, Catenacci 2005; Warlick 2007).
Il danno diretto alla cellula staminale può essere causato dall’azione 
di sostanze tossiche(Yin et al 1996; Akosy et al, 1991), da disfunzioni 
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del sistema immunitario (Yardley-Jones et al, 1991; Smith et al, 1996; 
Aul et al,  1998)  e da sostanze mutagene, fattori  che  mostrano una 
correlazione  tra  l’  esposizione  ambientale  e  lo  sviluppo  di  MDS 
attraverso un danno diretto al DNA.
Gli  agenti  tossici  ad  azione  mutagena  maggiormente  associati  all’ 
eziologia delle MDS : benzene, pesticidi,  fenoli presenti nella dieta, 
alcool  (Ido  et  al  1996), fumo  di  sigaretta  (Pasqualetti  et  al,1997), 
farmaci  antineoplastici  (soprattutto  gli  alchilanti)  e  le  radiazioni 
ionizzanti  (esposizioni  professionale,  trattamenti  radioterapici) 
(Moloney,  1987;  Pedersen-Bjergaard  et  al  1993).   In  particolare,  il 
trattamento  con  inibitori  di  topoisomerasi  II  ed  antracicline  si 
associano ad esordio precoce ed alterazioni genetiche che coinvolgono 
tipicamente  il  locus  11q23 (Mixed Lineage  leucemia,  gene MLL)  o 
l’esposizione  ad  agenti  alchilanti  che  si  traduce  in  un  esordio  più 
tardivo  (5-10  anni)  ed  in  alterazioni  cromosomiche  sbilanciate  che 
spesso  coinvolgono  i  cromosomi  5  e  7.  Per  quanto  riguarda  le 
radiazioni,  notevole  importanza  hanno  la  dose  e  la  durata  di 
esposizione (Rund et al, 2004; Kadhim et al, 1998).
Sebbene i fattori ambientali giochino un ruolo molto importante nella 
genesi  delle  MDS  vediamo  come  esistano  alcune  famiglie  dove  l’ 
incidenza  di  tali  patologie  sia  maggiore.  Questa  predisposizione 
genetica  scaturisce  da  polimorfismi  sfavorevoli  di  enzimi  implicati 
nella riparazione del DNA i quali sono responsabili di una instabilità 
genomica che rende questi pazienti più sensibili agli insulti mutageni 
ambientali.
Anche meccanismi  epigenetici  sono chiamati  in causa per  spiegare 
una maggiore suscettibilità al danno mutageno da agenti esogeni: in 
particolare  l’  ipermetilazione  del  DNA e l’  acetilazione  degli  istoni 
causerebbe  l’inibizione  di  molti  geni  tra  cui  anche  geni 
oncosoppressori.
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Un  aumento  di  mutazioni  genetiche  e  alterazioni  che  provocano 
mielodisplasia, inoltre, è correlato all'età: nella popolazione anziana 
vengono descritti,  a livello midollare,  alterazioni  sovrapponibili  alle 
mielodisplasie,  con aumento dell’apoptosi a livelli  simil-displastici  e 
cellularità  midollare  ridotta  (Ogawa  et  al,  2000)  oltre  ad  una 
disregolazione dell’espressione del recettore del TNF-alfa (Sawanobori 
et al, 2003). Analogamente, è stata dimostrata un’attività inefficace 
delle telomerasi, con conseguente instabilitò genomica. [44]. 
Le  alterazioni  citogenetiche tradizionali  sono  in  genere  valutate 
utilizzando  tecniche  di  citogenetica  convenzionale  (CC),  ma 
alterazioni genetiche più fini possono essere messe in evidenza con: 
FISH, tecniche di ibridazione genomica comparativa (CGH; mediante 
ibridazione tra cellule normali e tumorali) e con SNPs-array. 
La  maggior  parte  pazienti  con  MDS  e  AML  possiedono  difetti 
citogenetici  e/o  molecolari  in  grado  di  stratificare  soggetti  con 
particolare caratteristiche biologiche e cliniche identificando possibili 
risposte  terapeutiche  distinte  (Greenberg  et  al,  1997;  Olney  & Le 
Beau, 2001; Byrd et al, 2002; Bernasconi et al, 2005, 2006; Haase et 
al, 2007; Bernasconi 2008).
Anomalie citogenetiche clonali si trovano nel 30-70% dei pazienti con 
sindrome  mielodisplastica  primitiva  ed  in  oltre  l'80%  delle  forme 
correlate al trattamento (Onley, 2001; Hirai, 2003; Nimer 2006). Nelle 
MDS  de novo, le lesioni cromosomiche sono costituite da delezioni e 
difetti  numerici  (50%  e  10%)  e  raramente  da  traslocazioni 
cromosomiche (4%) (Olney & Le Beau, 2001). Pertanto si è ipotizzato 
che  questi  difetti  del  cariotipo  potessero  coinvolgere  dei  geni 
oncosoppressori  (TSG).  Tuttavia,  ad  oggi,  non  è  stato  identificato 
alcun  TSG  nonostante  la  definizione  precisa  del  di  regioni  delete 
(CDR) da parte di studi di FISH e l'analisi di mappatura genica in tali 
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regioni con tecniche molecolari, eccezion fatta per la delezione del 17p 
che provoca la perdita di un allele di TP53, seguito o da mutazione o 
sub-microscopica con soppressione dell’ allele sull’altro cromosoma 17, 
apparentemente normale nel 70% dei pazienti. 
Le  anomalie  cromosomiche  più  caratteristiche  in  MDS  includono 
alterazioni dei cromosomi 5, 7, 8, 11, 17, 20 e Y o cariotipi complessi 
(anomalie multiple all'interno di singole popolazioni clonali). Molte di 
queste  anomalie  sono  condivise  con  le  leucosi  acute  (ad  esempio, 
delezioni  dei  cromosomi  5  o  7,  trisomia  8,  e  cariotipo  complesso), 
mentre  altre  sembrano  esclusivamente  tipiche  della  leucemia 
mieloblastica acuta, ad esempio,  t(15;17),  t  (8;21),  ed inversione 16 
[22. 
Nella maggior parte dei sottotipi di AML la HSC e non i progenitori 
ematopoietici sono gli obiettivi veri della trasformazione leucemica e 
almeno due tipi di mutazioni sono ritenuti causare AML, mutazioni di 
classe I e II (Deguchi Gilliland, 2002),  distinte per i  geni bersaglio 
della prima mutazione (mutazione di classe I) che sono coinvolti nella 
trasduzione del segnale (FLT3, RAS, KIT, ecc), dai secondi geni target 
(mutazione  di  classe  II)  che  codificano  per  fattori  di  trascrizione 
(RUNX1,  RARA,  EVI1,  WT1,  ecc.).  Mentre  tecniche  di  biologia 
molecolare hanno rivelato mutazioni di classe I nella maggior parte 
dei pazienti con AML con traslocazioni cromosomiche che coinvolgono 
geni che codificano fattori di trascrizione o promotori ed entrambe le 
classi  di mutazioni nei pazienti  con LMA con un cariotipo normale 
alla citogenetica convenzionale e all’analisi FISH (Baldus et al, 2007; 
Renneville  et  al,  2008)  non  ci  sono  dati  che  dimostrino  tale 
cooperazione tra mutazioni di classe I e II in pazienti con MDS de 
novo (Olney & Le Beau,  2001;  Hirai,  2003).  In ogni  caso tali  geni 
possono essere interessati da mutazioni, delezioni, espressione atipica 
o metilazione del promotore, che possono influenzare l'espressione di 
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geni onco-soppressori come CDKN2B, EVI1, IRF1, ANR, TP53, FLT3, 
e  MLL  (in  ordine  decrescente  di  incidenza  secondo  nel  processo 
mielodisplastico (Bernasconi 2008).
Nel topo,  l’espressione forzata di  EVI1 determina innanzitutto una 
eccessiva  proliferazione  midollare  con  ipoespressione  dei  geni 
coinvolti nel differenziamento eritroide e della produzione piastrinica 
seguita  da  uno  citopenia  periferica  profonda,  quindi  un  quadro 
sovrapponibile a quello delle MDS umane, ma con scarsa evolutività 
in leucosi acuta (Buonamici et al, 2004). Al contrario, topi transgenici 
per  NUP98-  HOXD13  sviluppano  una  malattia  che  esemplifica  le 
caratteristiche chiave della mielodisplasia umana, tra cui la citopenia 
periferica,  la  displasia  midollare,  l'apoptosi  e  la  trasformazione 
leucemica  (Lin  et  al,  2005).  L'instabilità  genetica  e  le  delezioni 
cromosomiche  in  pazienti  affetti  da  MDS  potrebbero  associarsi  a 
difetti  nella  biogenesi  dei  ribosomi,  nella  funzione  della  proteasi  e 
regolatori  del  citoscheletro,  e  mutazioni  di  geni  coinvolti  nella 
riparazione  del  DNA.  Tra  questi,  NPM1  sembra  giocare  un  ruolo 
significativo  nel  controllare  la  progressione  del  ciclo  cellulare  e  la 
risposta allo stress delle cellule staminali progenitrici ematopoietiche 
(Colombo et  al,  2005;  Grisendi  et  al,  2005;  Li  et  al,  2006).  L’aplo-
insufficienza per RPS14, ad esempio, causa il fenotipo della sindrome 
5q- attraverso un blocco nel processamento dell’RNA pre-ribosomiale 
e nella formazione della subunità ribosomiale 40S (Ebert et al, 2008) 
in modo equivalente a ciò che si verifica in sindromi da insufficienza 
midollare ereditarie (Gazda et al, 2006; Corey et al, 2007).
Un ulteriore meccanismo, frequentemente riscontrato nelle MDS, che 
comporta  perdita  di  funzione  genica  è  il  silenziamento 
dell’espressione  attraverso  modificazione  epigenetica.  Le  due 
modifiche più studiate sono la metilazione del DNA e l'acetilazione 
degli  istoni.  Entrambe queste alterazioni genetiche possono influire 
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sull’imballaggio  della  cromatina  e  creare  un complesso  DNA/istone 
che  non  è  in  grado  di  essere  trascritto.  Il  silenziamento 
dell'espressione  genica  secondario  a  metilazione  del  DNA  è 
responsabile di una varietà di funzioni fisiologiche normali, compresi 
l’inattivazione del cromosoma X, la facilitazione di imprinting DNA, e 
protezione contro l'inserimento del DNA virale nel menoma. La DNA 
metil-transferasi  è  l'enzima  chiave  che  metila  le  isole  CpG  nelle 
regioni  del  promotore  con  conseguente  ipermetilazione  e 
silenziamento  della  trascrizione  genica  (Singal,  1999;  Robertson 
2000).
Studi sul profilo di metilazione di numerosi geni in soggetti affetti da 
MDS indicano una correlazione  tra il  grado  di  metilazione  in  geni 
multipli ed un fenotipo di soggetti a prognosi peggiore e con rischio di 
trasformazione  leucemica  maggiore,  indipendente  da  età,  sesso  e 
categoria IPSS (Shen et al,  2010).  Ad esempio l’ipermetilazione del 
gene oncosoppressore p15INK4B è stato associato a progressione in 
AML  (Herman,  1997;  Quesnel,  1998).  Funzionalmente,  le  cicline 
CDK4 e CDK6 consentono la progressione del ciclo cellulare dalla fase 
G1 alla fase S. Il gene p15INK4B può agire come un oncosoppressore 
ed inibire la progressione del ciclo cellulare mediante l'inibizione della 
funzione  di  CDK4  e  CDK6.  L’ipermetilazione  di  p15INK4B  ne 
impedisce  la  funzione  soppressiva  e  consente  la  progressione 
incontrollata del ciclo cellulare con conseguente proliferazione (Leone, 
2002). Tale fenomeno è stato osservato nel 50% dei pazienti con MDS, 
in  particolare  in  pazienti  ad  alto  rischio  che  hanno  mostrato 
progressione  in  AML,  facendo  presagire  una  prognosi  peggiore 
(Quesnel,  1998;  Christiansen,  2003;  Aggerholm,  2006).  Anche 
l’ipermetilazione del gene della calcitonina, che è stata descritta nel 
65% dei casi MDS, senza distinzione di sottotipo morfologico anche in 
pazienti  con citogenetica normale (Dhodapkar,  1995) viene ritenuta 
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importante nella trasformazione da MDS a AML (Wu, 1998; Li, 1999). 
Altri geni comunemente riportati come ipermetilati e implicati nella 
patogenesi delle mielodisplasie includono E-caderina (CDH1), HIC1 e 
ER (Aggerholm, 2006).
Al contrario l'acetilazione di residui di lisina sulla N-terminale degli 
istoni  crea  un  nucleo  aperto  e  una  più  facilmente  trascrivibile 
struttura della cromatina (Marks, 2001). Lo stato di acetilazione può 
anche  alterare  fattori  di  trascrizione  (GATA-1),  proteine  nucleari, 
proteine  per  la  trasduzione  del  segnale,  enzimi  di  riparazione  del 
DNA, proteine dello shock termico e numerose altre. La modulazione 
epigenetica  di  queste  proteine  porta  ad  espressione  alterata  di 
proteine del ciclo pro-apoptotici e delle cellule (es. FAS / FAS ligando, 
Bcl2,  p53,  caspasi,  Bax,  e  p21WAF1/Cip1)  (Morgan  2006)  e  può 
comportare più effetti cellulari, tra cui l'arresto della crescita in G1 o 
G2/M,  apoptosi,  differenziazione,  e  preferenzialmente  nelle  cellule 
tumorali (Johnstone, 2003)
Numerosi studi hanno mostrato un ambiente citochinico alterato ed 
incrementati tassi di apoptosi, nonché variazioni nella micro-densità 
vascolare  a  livello  di  soggetti  affetti  da  mielodiosplasia.  Queste 
alterazioni producono un aumento dell’apoptosi dei progenitori CD34+ 
nelle  prime  fase  iniziale  di  displasia.  Quando  la  mielodisplasia 
progredisce verso AML, queste vie diventano meno definite e fattori 
supplementari, tra cui eventi genetici proliferativi, possono svolgere 
un ruolo più importante (Parker, 1998, 2000).
Campioni  di  midollo  osseo  da  pazienti  affetti  da  MDS 
tradizionalmente  rivelano  un  incremento  di  citochine  pro 
infiammatorie  (TNF-alfa,  IFN-gamma  e  TGF-beta)  (Sawanobori, 
2003; Stifter, 2003; Shetty, 1996; Raza 1996) e persistenti citopenie 
periferiche.  Studi  volti  a  stabilire  se  cellule  stromali  mesenchimali 
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(MSC)  posseggano  le  stesse  anomalie  citogenetiche  del  clone 
displastico hanno fornito risultati contrastanti (Soenen-Cornu et al, 
2005;  Blau  et  al,  2007).  Studi  in  vitro  hanno  rivelato  difficoltà  a 
crescere in strati delle cellule stromali del midollo osseo mononucleate 
displastiche (BMNC) (Manakova et al, 2000) e questi strati aderenti 
stromali  mostrano  un  anomala  espressione  interleuchina  (IL)1B 
(Tennant et al, 2000). In aggiunta, fibroblasti e macrofagi da midollo 
MDS presentato un aumentato indice apoptotico e producono elevati 
livelli  di  IL-6 e fattore  di  necrosi  tumorale a (TNF-a)  rispetto  alla 
normale controparte (Flores-Figueroa et al, 2002). Uno studio recente 
ha rivelato che in MDS primitive, il TNF può mediare alcune dei suoi 
effetti  sul  clone  displastico  attraverso  il  contatto-dipendente  da 
segnali  derivati  da  cellule  dello  stroma  attraverso  i  sui  recettori 
(Stirewalt et al, 2007). In particolare, TNF indotta l'espressione del 
mRNA dell’IL32 che, a sua volta, up regola l’espressione di vari geni 
pro-infiammatori.  Il  ruolo  attribuito  al  TNFalfa  nel  promuovere 
l'apoptosi in stadio precoce [14, 37, 108] è secondario al legame con il 
suo  recettore  di  tipo  I  o  II  (TNFRI  o  TNFRII).  Attraverso  la  via 
TNFR-I media la morte cellulare programmata per legame diretto con 
il  recettore  di  TNF  1,  proteina  associata  ad  un  dominio  morte 
(TRADD), il successivo legame indiretto con la proteina FAS associata 
con  un  dominio  di  morte  (FADD),  e  l’eventuale  attivazione  della 
cascata delle caspasi. Il TNF-alfa può anche interagire con TNFR-II, 
che  non  possiede  un  dominio  di  morte,  ma  che  interagisce 
direttamente  con  recettore  TNF-associato  al  fattore  2  (TRAF-2), 
attivando NF-k B e JNK, e infine promuovendo effetti anti-apoptotici 
(Hsu, 1996). Il rapporto tra questi recettori ha un impatto sui tassi di 
apoptosi  con aumento del  TNFRI documentato  in malattie  a basso 
rischio e TNFRII aumentato in malattie ad alto rischio. Raza et al. 
hanno suggerito che un aumento dei livelli di TNFalfa ha un duplice 
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impatto sullo sviluppo, attraverso il contrasto tra effetti stimolanti e 
inibitori:  dalla  stimolazione  di  cellule  progenitrici  deriverebbe 
l’ipercellularità midollare, mentre l’accentuata apoptosi in cellule più 
mature sarebbe causa delle citopenie periferiche. Anche anomalie dei 
percorsi cellulari di FAS e Bcl-2 sono stati implicati nella patogenesi. 
FAS  è  un  recettore  trans-membrana  appartenente  alla  stessa  del 
recettore TNF-alfa ed alla sua stimolazione segue un percorso simile 
di apoptosi che termina con la stimolazione della cascata della caspasi 
e degradazione dei substrati "morte" Un anormale segnale attraverso 
la via di FAS è descritto nelle mielodisplasie e a basso rischio e una 
ridotta espressione di FAS in malattie ad alto rischio. Tuttavia non è 
stata  dimostrata  una  correlazione  statisticamente  significativa  tra 
l'espressione e il FAS ed il grado di apoptosi (Bouscary, D et al. 1997). 
Al contrario tassi di apoptosi in diminuzione sono stati implicata nella 
progressione da MDS a AML in caso di alterazioni di espressione dei 
geni anti-apoptotici bcl-2 e Bcl-x (Parker, 1998).
La  deregolazione  dei  fattori  pro-angiogenetici  (come  il  fattore  di 
crescita  vascolare  endoteliale  VEGF)  promuove  un  maggiore  auto-
rinnovamento  e  l'elaborazione  di  citochine.  Contrariamente  ai 
risultati  relativi  ai  livelli  di  VEGF,  l'espressione  delle 
metalloproteinasi di matrice MMP (specialmente MMP2 e MMP9) nei 
monociti è stata correlata ad un aumentato tasso apoptotico e ad una 
più  lunga  sopravvivenza  globale  nei  pazienti  displastici.  Numerosi 
studi  hanno indicato  che un aumento del  VEGF possa  guidare  un 
aumento  della  denistà  microvascolare  ed  infine  stimolare  la 
progressione da MDS a AML (Pruneri  et  al  1999;  Wimazal,  2006). 
Variazioni  della  microdensità  vascolare  possono  contribuire  allo 
sviluppo e al sostentamento di cloni displastici poiché la crescita di 
nuovi vasi sanguigni può guidare la produzione di citochine, ma può 
anche  esserne  una  conseguenza.  Oltre  ad  un  aumento  TNF-alfa  e 
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INF-gamma nella  midollo  osseo di  pazienti  con  SMD;  infatti,  sono 
stati osservati nel plasma dei pazienti con sindromi mielodisplastiche 
livelli incrementati di vari fattori angiogenici tra cui bFGF (Fattore di 
crescita  dei  fibroblasti),  angiogenina,  HGF  (fattore  di  crescita 
epatico),  EGF (epidermal growth factor),  e TGF-beta (Transforming 
growth factor) (Wimazal, 2006).
La  deregolamentazione della biogenesi dei ribosomi può avviare 
una  risposta  allo  stress  nella  cellula  attraverso  il  percorso  di 
segnalazione  p53  con  induzione  di  apoptosi.  In  particolare  questo 
meccanismo è stato osservato nella linea eritriode nella sindrome 5q-, 
in cui l’aplo-insufficienza del gene della proteina ribosomiale RPS14 è 
risultata la causa di questo sottotipo displastico (Ebert, 2008). Una 
simile deregolamentazione ribosomiale è presente in tutti le varietà di 
pazienti  affetti  da  mielodisplasia.  Studi  sui  marcatori  dell’apoptosi 
(ligandi  e  recettori)  (Ido,  1996)  evidenziano  come in  MDS a  basso 
rischio, sia presente una upregolazione di Apo 2.7, TRAIL, FAS/CD95, 
p38,  TNFR1,  CFLARs  e  ERK1/2  e  una  downregolazione  di  bcl-2, 
TNFR2, CFLARL, NF-kB, e AKT, mentre nelle mielodisplasie ad alto 
rischio è stata osservata un'espressione con modello diametralmente 
opposto.  In  ogni  caso  studi  sperimentali  sulla  deregolamentazione 
apoptotica  suggeriscono  uno  switch continuo  da  un  predominante 
stato  proapoptotico  ad  uno  stato  proproliferativo  nelle  cellule 
dipsplastiche.  Le  vie  trascrizionale  coinvolte  nella  questo  processo 
sono  gli  assi  di  trasduzione  del  segnale  di  RELA/NFKB1  e  di 
PI3KC2A/AKT1  (Jaju,  1998;  Horrigan,  2000):  citochine  con  ruolo 
proinfiammatorio  (come  TNF,  TRAIL,  e  FAS/CD95)  attivano  il 
complesso  Chuk  /  IKBKB  con  conseguente  rilascio  e  traslocazione 
nucleare di RELA e NFKB1 insieme ad attivazione di geni associati a 
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crescita  cellulare,  differenziazione,  infiammazione,  e  apoptosi 
(Pasqualetti, 1997; Ido, 1996).
Il  ruolo  della  disregolazione  del  sistema  immunitario nello 
sviluppo di tutti i tumori, tra cui le mielodisplasie, è stato postulato 
da vari autori indicando un ambiente immune attivato (Epperson D et 
al,2002). Cambiamenti nella dinamica delle cellule sia B che T sono 
stati chiamati in causa con la possibilità dello sviluppo di cellule T 
autoreattive  denotante  la  presenza  di  inibitori  delle  cellule  T  nei 
pazienti  affetti  da  MDS (Smith,  1991).  Tali  dati  sono  a  loro  volta 
supportati da studi clinici che dimostrano il successo terapeutico di 
farmaci  attivi  sulle  cellule  T  (globulina  anti-timociti  o  ATG  e 
ciclosporina A o CSA) (Molldrem, 1997; Jonasova, 1998). Irregolarità 
nella funzione delle cellule B sono state implicate nelle MDS sulla 
base dei dati epidemiologici che rivelano una maggiore frequenza di 
malattie  autoimmuni  e  immunomediate  complicazioni  in  questi 
pazienti, con manifestazione cliniche o sierologiche di autoimmunità 
nel 10-12% dei pazienti con SMD, prevalenti nei pazienti più giovani, 
con  MDS  secondarie,  o  con  anomalie  citogenetiche 
(Marisavljevic,2006).  Proprio come nelle cellule T è stato notato un 
repertorio d’inclinazione, studi di clonalità dei linfociti B all'interno di 
MDS che indicano in prevalenza l'assenza di clonalità B delle cellule e 
invece un progenitore mieloide come clone neoplastico.
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1.2 Sistemi  classificativi.
Data l’eterogeneità delle MDS negli anni sono stati creati differenti 
sistemi  classificativi  per  migliorare  la  caratterizzazione  delle 
patologie mielodisplastiche.
Per la valutazione del paziente, non solo al momento della diagnosi 
ma anche in corso di malattia e terapia, si è dimostrato necessaria 
l’introduzione di sistemi classificativi prognostici più o meno dinamici 
per guidare le decisioni cliniche. 
Dal punto di vista istologico, le MDS sono state suddivise secondo la 
classificazione  F.A.B. (French-American-British), basata sul numero 
e la morfologia dei blasti presente nel sangue midollare al momento 
della  diagnosi,  che  definisce  cinque  sottotipi  principali  di  MDS: 
anemia refrattaria (RA), anemia refrattaria con sideroblasti ad anello 
(RARS),  anemia  refrattaria  con  eccesso  di  blasti  (RAEB),  anemia 
refrattaria  con  eccesso  di  blasti  in  trasformazione  (RAEB-t),  e 
leucemia mielomonocitica cronica (CMML), come mostrato in Tabella 
1 e in Figura 1.
Il  sistema  classificativo  FAB  (French-American-British)  è  stato 
inizialmente  sviluppato  da  un  gruppo  internazionale  di  clinici  e 
patologi a metà degli anni ’70, ridefinito nel 1982 e ha primariamente 
utilizzato  la  morfologia  cellulare  per  definire  i  sottogruppi  di 
mielodisplasie.
Tali caratteristiche stratificano quattro importanti gruppi di prognosi:
-  mielodisplasie  a  basso rischio  (RA e RARS),  con una mediana di 
sopravvivenza di 4-5 anni e basso rischio di progressione leucemica;
- mielodisplasie a rischio intermedio (RAEB), con una sopravvivenza 
mediana di circa 12 mesi;
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-  mielodisplasie  ad  alto  rischio  (RAEB-t),  con  una  sopravvivenza 
mediana di pochi mesi ed elevato rischio di progressione leucemica;
-  leucemia  mielomonocitica  cronica  (CMML),  associata  ad  una 
sopravvivenza molto variabile.
Figura 1. Morfologia dei blasti nelle MDS. (A) Midollo osseo normale. 
(B)  RA. (C) RARS. (D) RAEB. (E) RAEB-T. (F) CMML.
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Tabella 1. classificazione FAB.
I  limiti  della  classificazione  FAB sono ascrivibili  alla  mancanza  di 
informazioni  citogenetiche  e  molecolari  e  al  non  corretto 
inquadramento di forme di mielodisplasia ipoplastiche e con associata 
mielofibrosi o altre sindromi sovrapposte.
Così nel 1999 la World Health Organisation (WHO) ha proposto un 
nuovo schema classificativo in cui vengano valutati dati citogenetici, 
numero  delle  linee  cellulari  coinvolte  dalla  displasia  ed  outcome 
clinico.  Questo  consente  infatti  di  delineare  meglio  dei  sottogruppi 
all’interno  della  precedente  classificazione  (Malcovati,  2008;  Mufti, 
2008). 
Viene riconosciuta come categoria a sè stante la “5q-”, ridotta al 20% 
la  percentuale  di  blasti  necessari  per  porre  diagnosi  di  leucemia 
mieloblastica acuta (AML), eliminata la categoria RAEB-t, assegnati i 
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pazienti  con  anomalie  citogenetiche  riferibili  a  AML  senza  tenere 
conto della percentuale di blasti midollari. 
La  percentuale  di  blasti  midollari  pari  al  10%  viene  usata  per 
suddividere le RAEB nelle due sottocategorie RAEB1 (blasti compresi 
tra 5% e 9%) e RAEB2 (blasti tra 10% e 19%) in due categorie con 
differente sopravvivenza. 
La leucemia mielomonocitica cronica (CMML), la leucemia mieloide 
cronica  atipica  (aCML),  e  la  leucemia  mielomonocitica  giovanile 
vengono classificate come disordini mieloproliferativi/mielodisplastici.
Le  caratteristiche  delle  sottoclassificazioni  WHO  vengono  descritte 
nella seguente tabella 2.
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Tabella 2. Classificazione World Health Organisation (WHO)
* Abbreviazioni:  RA, anemia refrattaria; RARS, RA con sideroblasti ad annello; 
RCMD,  citopenia  refrattaria  con displasia  multilineage;  RCMD-RS,  RCMD con 
sideroblasti ad anello; RAEB-I e RAEB–II, RA con eccesso di blasti (I e II); MDS-
U, MDS non classificabile.
Allo  scopo  di  aumentare  l’abilità  di  predire  la  prognosi  e  la 
sopravvivenza  del  paziente  mielodisplastico  differenti  sistemi 
classificativi prognostici sono stati proposti. 
Nel 1997 l’ International MDS Risk Analysis Workshop ha definito l’ 
International  Prognostic  Scoring System (IPSS) derivato  da un 
modello di regressione basato sulle caratteristiche di 816 pazienti con 
diagnosi  primitiva  di  mielodisplasia  di  sette  precedenti  studi.  Il 
sistema  di  scoring  ha  integrato  le  percentuali  di  blasti  midollari 
(suddividendole in 4 fasce), il numero delle citopenie periferiche ed il 
cariotipo  (suddividendolo  in  tre  fasce):  a  ciascuna  fascia  è  stato 
assegnato un punteggio.  L’IPSS score è stato ottenuto sommando i 
punteggi  delle  tre  variabili.  Il  risultato  ha  prodotto  4  categorie  di 
rischio:  low (score 0),  Int-1 (score da 0.5 a 1.0),  Int-2 (score da 1.5 a 
2.0), o high (score > 2.0); come in tabella 3.
Tabella 3. Classificazione IPSS.
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♠ Il punteggio prognostico è calcolato come somma dei singoli punteggi valutativi 
dei blasti midollari, della citopenia e del cariotipo. La  sopravvivenza media per 
ogni gruppo è mostrata tra parentesi.
† Normale: normale oppure con –Y, del(5q) e del(20q); * Complesso: ≥ 3 anomalie 
cromosomiche; ◘ Intermedio: altre anomalie
Tabella 4 e 5. Variabili prognostiche con relativo punteggio.
Le  quattro  categorie  di  rischio  mostrano  significativa  differenza 
nell’overall survival e nel rischio di trasformazione leucemica (ranges 
da 5-7 anni per pazienti “low risk” a 0-4 anni per gli “high risk”).
L’IPSS  è  stato  validato  in  diverse  ed  indipendenti  popolazioni  di 
pazienti diventando un riferimento per gli studi clinici e la decisione 
terapeutica. Per aumentarne il valore prognostico un working party di 
sette  gruppi  austriaci  e  tedeschi  ha  identificato  elevate  livelli  di 
lattico deidrogenasi (LDH) come variabile prognostica addizionale e 
proposto  una  revisione  dell’IPSS  con  aggiunta  dell’LDH (Germing, 
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2005)  capace  di  separare  un  nuovo  gruppo  “very-low-risk”  e 
stratificare meglio i pazienti con IPSS Int-2 e high-risk.
Anche alll’IPSS pereò sono stati attribuiti dei limiti, in quanto non 
indica  un  punteggio  per  le  mielodisplasie  secondarie  a  precedenti 
trattamenti (MDS-t) o a CMML e la mancanza di score per anomalie 
citogenetiche comuni spesso riscontrate. 
Il riferimento poi nella pratica clinica al sistema classificativo WHO 
ha  costretto  ad  una  ridefinizione  dei  fattori  prognostici  ed  allo 
sviluppo  di  un  nuovo  sistema:  il  WHO  Classification-Based 
Prognostic Scoring System (WPSS).  Inoltre l'IPSS fornisce stime 
del rischio e di sopravvivenza sulla base della valutazione clinica delle 
variabili  al  momento  della  diagnosi,  indipendentemente  dalla 
progressione della malattia. Di conseguenza la sua applicazione nel 
corso il corso della malattia può introdurre in errore. Per rispondere a 
queste  limitazioni  (Malcovati,  2008)  hanno  sviluppato  un  modello 
prognostico  dinamico  sulla  base  delle  variabili  introdotte  dalla 
classificazione WHO.
Tabella 6. Variabili e classificazione di rischio WPSS.
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Il punteggio WPSS integra i tre più importanti fattori prognostici nei 
pazienti  con  MDS  classificati  secondo  i  criteri  WHO:  cariotipo, 
sottogruppo  WHO  e  la  necessità  trasfusionale  di  concentrati 
eritrocitari (RBC). Questo modello stima la relazione tra le variabili 
misurate ripetutamente durante il follow-up e fornisce informazioni 
prognostiche durante tutto il decorso clinico. 
Ai pazienti viene assegnato un punteggio da 0 a 3 secondo la categoria 
WHO  di  appartenenza  (Tab.5).  I  pazienti  con  displasia  eritroide 
isolata (per esempio, RA e RARS secondo i criteri WHO), così come 
quelli  con  MDS con  isolata  del  (5q),  hanno  una  prognosi  migliore 
(punteggio  0)  rispetto  a  quelli  con displasia  multilineare  (RCMD e 
RCMD-RS, punteggio 1). Tra i pazienti con eccesso di blasti midollari, 
i due sottogruppi RAEB hanno punteggio diverso poiché presentano 
una  sopravvivenza  e  rischio  di  trasformazione  leucemica 
significativamente  diversi  (AREB-1  ha  punteggio  2;  AREB-2  ha 
punteggio 3). La rilevanza prognostica del cariotipo è valutata in base 
ai criteri IPSS, ma il suo peso relativo nel modello è più alto rispetto 
al  sistema di  punteggio  originale,  con gruppi  a  rischio  citogenetico 
buono, intermedio e severo essendo il  punteggio da 0 a 2. La terza 
variabile è l’esigenza trasfusionale di emazie concentrate. I pazienti 
che sviluppano una necessità trasfusione regolare hanno una prognosi 
peggiore  (Score  1)  rispetto  a  quelli  senza  necessità  trasfusionale 
(Punteggio  0).  Il  WPSS  stratifica  i  pazienti  in  cinque  differenti 
categorie di rischio: molto basso o “very low” (punteggio = 0), basso o 
“low” (1), intermedio o “intermediate”(2), elevato o “high” (3- 4), molto 
elevato o “very high” (5-6) (Tab.6). Differenze significative tra i cinque 
gruppi si rilevano nella sopravvivenza globale (P <.0001) e rischio di 
progressione  in  leucemia  mieloblastica  acuta  (P  <.0001)  con  una 
sopravvivenza mediana compresa tra i140 mesi per pazienti con un 
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punteggio  WPSS  0  a  10  mesi  per  quelli  con  un  punteggio  di  5  o 
maggiore.
Il miglioramento nella stratificazione prognostica rispetto all’ IPSS è 
più significativo per pazienti senza eccesso di blasti a causa del forte 
impatto del coinvolgimento midollare e della trasfusione dipendenza. 
È  di  particolare  interesse  come  nel  gruppo  WPSS a  rischio  molto 
basso la mortalità non sia significativamente diversa da quella della 
popolazione generale. Ciò indica che finché la malattia rimane stabile, 
essi hanno un'aspettativa di vita non significativamente diversa da 
quella della popolazione generale.
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1.3 Ruolo  del gene WT1  nelle 
MDS.
Il  gene  WT1,  scoperto  nel  1990  in  un  tumore  renale  pediatrico 
(Tumore di  Wilms),  è  situato  sul  cromosoma 11p13.4.  Esso è stato 
proposto come gene cancro-relato sulla base della dimostrazione della 
presenza di delezioni intrageniche o mutazioni, con soppressione della 
crescita  mediata  da  WT1  nelle  cellule  del  tumore  stesso,  che  ne 
esprimono alcune varianti di splicing, e di mutazioni di WT1 in linee 
germinale di pazienti con predisposizione a sindromi leucemiche.
L’ipotesi più accreditata è comunque quella di una doppia funzione 
del  gene WT1,  oncosoppressore  o  oncogene,  che si  differenzia  sulla 
base dell’isoforma e dei tessuti in cui è espresso. 
Elevati livelli di espressione di WT1 si rilevano in forme neoplastiche 
di diversa linea cellulare per cui la detectazione dei livelli di mRNA 
con  metodica  PCR  può  avere  un  ruolo  nella  quantificazione  della 
malattia  minima  residua.  Inoltre,  poiché  dal  punto  di  vista 
antigenico,  il  gene  WT1  è  espresso  in  un  set  limitato  di  tessuti 
normali  (che  includono  gonadi,  rene,  utero  e  mesotelio)  il  suo 
potenziale effetto immunogeno potrebbe conferire un ruolo di antigene 
tumore-associato utilizzabile per la creazione di vaccini specifici.
Funzioni  biologiche del gene WT1
Fattore trascrizionale.
Come suggerito dalla presenza nella sua struttura di quattro domini  
zinc finger, WT1 è considerato un potente regolatore trascrizionale di 
geni  per  la  crescita  cellulare  e  il  metabolismo,  componenti  della 
matrice extracellulare, fattori di crescita e altri fattori di trascrizione. 
La funzione di WT1 di repressore o attivatore della trascrizione può 
essere  influenzata  dal  livello  di  espressione,  dall'isoforma 
(principalmente + KTS o - KTS), dalla posizione del sito trascrizionale 
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iniziale in relazione al sito di legame DNA-WT1 e dal tipo di cellula in 
cui l'espressione avviene (Reddy J, 1995; Wang 1995; Laity, 2000). Ad 
esempio studi  in vitro  su cellule umane leucemiche della linea K562 
hanno mostrato che WT1 attiva il promotore di c-Myc e stimolando la 
proliferazione cellulare
o  inibendo  l'apoptosi  mediante  interazioni  con  p53  e  bcl2  con 
incremento dei livelli del suo promotore (Valk, 2004; Myiagi, 1993).
Oncosoppressore
Mutazioni  eterozigoti  di  WT1  sono  associate  a  patologie  congenite 
specifiche e al Tumore di Wilms (nella forma sporadica della malattia 
ha bassa frequenza, 15% (Little, 1997). La maggior parte dei Tumori 
di Wilms esprime WT1 wild-type a livelli aumentati. Non è noto se 
tale  aumento  contribuisca  allo  sviluppo  della  malattia  o  sia  solo 
riflesso della ontogenesi tumorale. Anche una varietà di tumori umani 
sia ematologici e non-ematologici presentano in pochi casi mutazione 
del gene WT1 e più
frequentemente livelli di iperespressione di WT1 wild-tipe a sostegno 
di questa ipotesi.
WT1 ha capacità di indurre soppressione tumorale come dimostrato in 
linee cellulari  leucemiche del topo (Smith, 2000; Fraizer,  2004).  La 
sua espressione ectopica in linee cellulari renali induce una riduzione 
della  formazione  delle  colonie  mentre  in  vitro  la  trasnfezione  con 
l’isoforma  –/KTS  delle  linee  cellulari  G401,  altera  la  morfologia 
cellulare  e  riduce  la  crescita.  Il  meccanismo  oncosoppressore  può 
essere esercitato attraverso alterazione dei segnali di apoptosi, come 
nell’espressione di WT1 in linee
cellulari  Hep2B  e  di  osteosarcoma  Saos-2  e  U20S  (Menke,  1997; 
Englert,  1995).  Può  inoltre  avere  ruolo  regolatorio  nell’apoptosi 
attraverso  l'induzione  di  geni  proapoptotici  come  BAK  (Morrison, 
2005) o per down-regolazione di recettori di fattori di crescita come il 
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EGFR  (recettore  del  fattore  di  crescita  epidermico)  e  il  recettore 
dell'insulina, alterando l'equilibrio di segnali di sopravvivenza. 
Oncogene
Studi in vitro hanno mostrato che WT1 può attivare il promotore di c-
Myc e stimolare la proliferazione cellulare per questa via e, a seconda 
dei  livelli  di  espressione  e  della  linea  cellulare,  influenzare 
significativamente l’attivazione o la repressione del promotore di Bcl2. 
Studi  clinici  inoltre  mostrano  come  i  casi  di  leucemia  acuta 
mileoblastica  con  Flt-3  ITD  posseggano  più  alti  livelli  di  WT1  e 
mutazioni  di  FLT3  sono  associate  alla  proliferazione  di  cellule 
leucemiche e inibizione dell’apoptosi (Miwa, 1992; Menssen, 1995).
Partern d’interazione e regolazione di WT1
L’interazione tra WT1 e p53 può avere una funzione regolatoria sui 
meccanismi apoptotici. Quando WT1 wild-type è coespresso con p53 in 
linee  cellulari  Saos-2  p53-null,  vi  è  un  aumento  della  stabilità  e 
dell'emivita  di  p53  (Maheswaran,  1995)  e  di  conseguenza,  dopo 
irradiazione con UV, le cellule entrano in fase di arresto G1 del ciclo 
cellulare, ma non subiscono apoptosi p53- mediata, permettendo così 
alle  cellule  di  tollerare un aumento dei  livelli  di  p53 e di  sfuggire 
morte  cellulare  UV-indotta.  I  livelli  di  p53  possono  a  loro  volta 
influenzare l'attività di WT1. Idelman et al. (2003) hanno esaminato 
l'impatto di p53 sulla capacità di WT1 di regolare il recettore 1 del 
fattore  di  crescita  dell’insulina  (IGF-1R).  In  questi  esperimenti, 
l'espressione forzata dell’isoforma WT1 KTS (-) ha significativamente 
represso il promotore dell'IGF-1R solo in cellule p53+ (linee cellulari 
fibroblastiche  Balb/c-3T3  e  cellule  HCT116+/+),  ma  non  nella  loro 
controparti p53 null.
Alcune  condizioni  (presenza  o  assenza  di  una  proteina  ausiliaria) 
possono  avere  una funzione  regolatoria.  La proteina  Par-4  (fattore 
prostatico di risposta all’apoptosi) interagisce con WT1 nell’indurre la 
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morte cellulare ed appare silenziata nell’AML. In saggi di trasfezione 
in  linee  cellulari  HEK293,  Par-4  sopprime  la  capacità  di  WT1  di 
attivare l'espressione delle porzioni di DNA contenenti siti di legame 
WT1-collegati.  Il  ruolo  di  Par-4  nel  sopprime  l’attività  di 
transattivazione di WT1 potrebbe essere isoforma-dipendente, ma non 
ci sono studi che escludano un ruolo di p53. 
Altri meccanismi di regolazione della funzione di WT1 comprendono 
lo  splicing  alternativo,  l’utilizzo  di  promotori  alternativi  e  la 
modificazione post-trasduzionale di WT1 (Hossain, 2006). Infine, WT1 
può essere fosforilato da PKA o C (Ye, 1996; Sakamoto, 1997). Queste 
modifiche  bloccano  la  capacità  di  WT1 di  legarsi  a  DNA e  quindi 
alterano la trascrizione. La fosforilazione di WT1 comporta anche la 
ritenzione citoplasmatica e una compromessa traslocazione nucleare.
Espressione di WT1  nell’emopoiesi  fisiologica.
WT1 è una molecola importante di regolamentazione coinvolta nella 
crescita e sviluppo con espressione tessuto-specifica. Nell’embrione in 
fase  di  sviluppo,  l’espressione  di  WT1  si  trova  principalmente  nel 
sistema  urogenitale  (Rivera,  2005)  dove  l’espressione  di  isoforme 
diverse è determinante per l’organogenesi del sistema emuntorio e la 
differenziazione  sessuale,  mentre  in  tessuti  adulti  l’espressione  di 
WT1 si trova nel sistema urogenitale, nel sistema nervoso centrale e 
nei  tessuti  coinvolti  nella  ematopoiesi,  incluso  midollo  osseo  e 
linfonodi (Menke, 1998).
Nel  midollo  osseo  umano  normale,  WT1  è  espresso  a  livelli  molto 
bassi  nella  popolazione  di  staminali  CD34+  con  un  ruolo  nel 
mantenere l'auto-rinnovamento delle cellule, comportandosi come un 
gene  soppressore  con  funzione  di  arresto  della  crescita  con  ruolo 
“stadio-specifico”.  I  suoi  livelli  diminuiscono  durante  il  processo  di 
differenziazione come dimostrato in vitro su linee cellulari di leucemia 
umana  HL60  e  K562,  mantenendo  la  quiescenza  del  progenitore 
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indifferenziato e promuovendo la differenziazione delle cellule da esso 
derivate  in  uno  stadio  più  avanzato  di  differenziazione.  Nel  topo 
(Nishida, 2006),  l'espressione forzata di  WT1 in cellule progenitrici 
ematopoietiche causa aumento della cellularità del midollo osseo e un 
aumento  del  numero  di  BFU-E,  CFU-GM  e  CFU-GEMM;  la 
produzione  di  cellule  mature  in  tale  saggio  era  normale,  senza 
sviluppo spontaneo di leucemia; la trasformazione leucemica avveniva 
solo in caso di transfezione con un virus che trasportava AML1-ETO, 
a  supporto  di  un  prevalente  ruolo  regolatorio  di  WT1  volto  a 
mantenere  l'autorinnovamento  delle  cellule,  mentre  una  seconda 
alterazione  molecolare  sarebbe  responsabile  successivamente  del 
blocco della differenziazione, causando la sviluppo di leucemia.
Espressione di WT1  nell’emopoiesi  displastica e 
leucemica.
Livelli di espressione di WT1 aumentati sono descritti nelle sindromi 
mielodisplastiche  (Nishida,  2006;  Ellisen,  1999;  Svedberg,  2001). 
L'espressione di WT1 è inoltre aumentata notevolmente in molti casi 
di  Leucemia  acuta  mieloide  e  linfoide  nella  leucemia  mieloide 
cronica(Haber,  1993;  McMaster,  1995;  Menke,  1997;  Englert,  1995; 
Alberta,  2003),  nonché  in  malattie  ematologiche  acquisite  come 
l’emoglobinuria  parossistica  notturna  (King-Underwood,  2005).  Le 
prove di un ruolo oncosoppressivo sono piuttosto limitate, prevalendo 
quelle  di  una  promozione  nel  processo  neoplastico  e  leucemogeno. 
Numerosi studi in vitro dimostrano l’importanza biologica e clinica di 
WT1  nella  sopravvivenza  cellulare,  la  differenziazione  e  la 
proliferazione.
Ruolo onocosoppressore.
King-Underwood et altri (2005) hanno dimostrato che il 10-15% dei 
casi di leucemie acute mieloblastiche esaminate presentano mutazioni 
prevalentemente puntiformi del gene WT1. Tuttavia,  non era stata 
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effettuata alcuna valutazione dei livelli di RNA WT1 o proteina WT1 
nelle cellule contenenti mutazioni. 
Una gran parte dei pazienti affetti da LMA presentano livelli elevati 
di WT1 wild-type e solo alcuni livelli molto bassi di mRNA WT1 (Valk, 
2004). Tale dato potrebbe derivare da un meccanismo di soppressione 
della crescita da parte di WT1: quando l’isoforma WT1 KTS (TH) è 
espressa nella linea cellulare leucemica M1 WT1-negativa, si osserva 
diminuzione della leucemogenesi quando tali cellule vengono iniettate 
nel topo immunocompromesso (Smith, 2000). Ciò è coerente con un 
ruolo  soppressivo  del  tumore  funzione  di  WT1  in  alcune  forme  di 
leucemia mieloide acuta.
Ruolo oncogenico.
WT1 è iperespresso nelle leucemie con diversi livelli di espressione di 
WT1 all'interno delle diverse forme. Nella leucemia mieloide cronica, i 
livelli di WT1 sono generalmente bassi in fase cronica, con tendenza 
all’aumento in pazienti che evolvono nella fase accelerata e in crisi 
blastica (Miwa, 1992; Menssen, 1995). Un aumento dei livelli di WT1 
si  può  trovare  sia  nella  leucemia  mieloblastica  acuta  (74%)  che 
linfoblastica  (66%) (Ostregaard,  2004;  Brieger,  1994).  Alti  livelli  di 
WT1  sono  stati  riscontrati  anche  in  alcune  forme  di  sindromi 
mielodisplastiche (MDS) (Tamaki, 1999) e in tali pazienti l’aumento 
dell’espressione WT1 è associata a più alte percentuali di blasti e che 
fanno presagire una progressione in AML (Barragan, 2004). 
Elevati livelli di WT1 nella leucemia sono associati cattiva prognosi 
dopo  il  trattamento  chemioterapico  standard  e  livelli  di  WT1  in 
incremento hanno un significato prognostico in quanto associati con 
una scarsa risposta alla terapia (Tamaki, 1999; Chiusa, 2006). Nello 
studio  di  Bergman  et  al,  i  livelli  di  RNA  WT1  correlavano  con 
sopravvivenza libera da malattia o remissione clinica, in contrasto con 
osservazioni fatte da Schmid nel 1997. Questa discrepanza può essere 
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dovuta alle differenze nella metodologia di misurazione dell’RNA WT1 
ed alle differenze nelle popolazioni di paziente trattati o nell'intensità 
dei regimi usati. Karakas et al. (2002) hanno dimostrato che vi è una 
associazione tra i livelli di WT1 e Bcl-2 in pazienti leucemici, che è 
conforme l'osservazione che WT1 può aumentare l'espressione di Bcl-
2.  In questo  studio  un’età  inferiore  a  60 anni  nel  trattamento  con 
chemioterapia standard, l’alta espressione di WT1 e l’alta espressione 
di  Bcl-2  identificavano  un  gruppo  di  pazienti  con  incidenza 
significativamente inferiore di sopravvivenza, ed elevata percentuale 
di  recidiva,  confermando  l’associazione  di  WT1  con  una  prognosi 
negativa.  WT1  è  inoltre  necessario  per  la  sopravvivenza  e 
differenziazione cellulare. Nella maggior parte dei casi la perdita di 
WT1 è  stata  associata  alla  diminuzione  della  crescita  delle  cellule 
leucemiche  e  l'induzione  rapida  di  apoptosi  (Yamagami,  1996).  Un 
ruolo  nella  resistenza  al  trattamento  è  suggerito 
dall’immortalizzazione conferita dall'iperespressione di WT1 in linee 
cellulari  K562  esposte  a  farmaci  chemioterapici  (etoposide  e 
doxorubicina)  (Ito,  2006).  In  queste  cellule,  l’espressione  di  WT1 
sopprime il gene pro-apoptotico Bak, con conseguente sopravvivenza 
cellulare. Tale meccanismo è isoforma-dipendente. In colture cellulari, 
è stato osservato che l'induzione della differenziazione delle diverse 
linee  cellulari  leucemiche  (HL60,  K562  e  NB4)  con  l’aggiunta  al 
terreno  di  coltura  di  DMSO,  12-O-tetradecanoilforbolo-  13-acetato 
(TPA) e all-trans retinoico (ATRA), è associata ad una diminuzione 
dei livelli di WT1 (Deuel, 1995; Phelan, 1994). La relativa mancanza 
di  sensibilità  delle  cellule  leucemiche  non  promielocitiche  al 
trattamento  con  acido  retinoico  potrebbe  essere  correlato  con 
repressione di RARalfa da parte di WT1.(Goodyer, 1995; Valk, 2004). 
In  cellule  U937,  WT1  sembra  giocare  un  ruolo  nel  bloccare 
differenziazione  da  ATRA  o  vitamina  D3  dei  monociti  (Svedberg 
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1998). Al contrario, in cellule K562 l’espressione forzata di WT1 non 
blocca  la  differentiatione  TPA-indotta  (Svedberg,  1999).  Questa 
discrepanza è probabilmente dovuta a differenze geniche tra le due 
linee cellulari, enfatizzando l'effetto di WT1 sul comportamento linea-
specifico.
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1.4  Ruolo  del  gene  RPS14  in 
MDS
Negli  ultimi  dieci  anni  molti  gruppi  di  studio  hanno  tentato  di 
identificare  geni  responsabili  dello  sviluppo della  sindrome 5q-,  un 
sottotipo  clinico,  morfologico,  e  citogenetico  specifico  delle  MDS, 
caratterizzata  da  un  difetto  nella  differenziazione  eritroide. 
Recentemente è stato visto che la deregolazione della biogenesi dei 
ribosomi può causare una risposta allo stress nella cellula attraverso 
l’attivazione  del  pathway  di  p53.  Anemie  congenite  sono  state 
associate a mutazioni dei geni delle proteine ribosomiali. La sorpresa 
è stata quando lo studio di pazienti affetti da sindrome 5q-  ha portato 
alla scoperta che l’aploinsufficienza del gene per la proteina RPS14 
era alla base del sottotipo di mielodisplasia. Così simile deregolazione 
ribosomiale è stata riscontrata in tutti  gli altri sottotipi di MDS, a 
dimostrazione di una caratteristica unificante la patologia (Raza et al. 
, 2010)
Tutto è nato dallo studio dell’anormalità più comune delle MDS, che 
coinvolge  il  cromosoma 5,  con  due  regioni  di  delezione  nel  braccio 
lungo. Pazienti 5q- sono stati classificati come entità clinica distinta 
da  35  anni,  con  una  buona  prognosi,  sopravvivenza  prolungata  e 
basso rischio di trasformazione in LAM.  La delezione al 5q può essere 
di  lunghezza  variabile,  con  tecniche  di  mappatura  molecolare  e 
ibridazione in situ è stata indicata come 1.5MB nell’intervallo 5q32-
q33,  fiancheggiante  il  marcatore  D5S413  ed  il  gene  GLRA1, 
contenente  40  geni  e  chiamata  Commonly  Deleted  Region  (CDR) 
(Boultwood J. Et al. , 2002)(Figura 2)
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Figura 2. Rappresentazione grafica del cromosoma 5 con evidenza di 
geni d’interesse.
 La  ricerca  di  un  gene  candidato  è  stata  quindi  rivolta  a  questa 
regione. 
Fatto è che nessuno dei 40 geni presentava delezione in doppia copia, 
né mutazioni puntiformi nella copia rimanente del gene (Boultwood J 
et al. , 2002). 
Due geni ribosomiali RPS14 e RBM22, localizzati nel CDR sono stati 
trovati  non  mutati  nell’allele  normale,  ma  la  loro  espressione  era 
significativamente  ridotta  (aploinsufficienza)  (Boultwood  J.  Et  al.  , 
2007). Erbert et al. hanno suggerito il modello dell’aploinsufficienza 
caratterizzato  dalla  parziale  perdita  di  funzione  del  gene  RPS14 
tramite l’utilizzo di RNAi per il silenziamento individuale dei geni del 
CDR in cellule CD34+ di midolli  normali.  Hanno dimostrato che il 
knock-down del  singolo  gene  RPS14  portava  all’apoptosi  di  cellule 
eritroidi  mentrre  preservava  la  megacariocitopoiesi.  Di  grande 
interesse fu il fatto che quando si andava a ripristinare l’espressione 
di RPS14  in cellule patologiche di pazienti 5q- , il fenotipo tornava 
normale.
Mutazioni puntiformi o delezioni bialleliche sono state escluse con il 
sequenziamento e con analisi di SNPs ad alta densità in pazienti con 
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del(5q) ed analisi di  gene expression evidenziano un decremento del 
50%  circa  dell’espressione  di  RPS14.  La  presenza  di  regioni  sul 
promotore del gene di RPS14 ricche di isole CpG poteva far pensare 
ad una inattivazione genica guidata da aberrante metilazione. Questo 
non era stato del tutto escluso (Erbert et al. , 2008).
Per  verificare  se  una  metilazione  aberrante  dell’allele  del  gene 
rimanente era coinvolta nella perdita di funzione del gene RPS14 nei 
pazienti  5q-,  è  stato  studiato  lo  stato  di  metilazione  di  RPS14  in 
campioni di midollo osseo di 23 pazienti con diversi sottotipi di MDS 
con  del(5q), in 9 casi di LAM ed in 20 pazienti con MDS, ma cariotipo 
normale.  Hanno  visto  che  le  isole  CpG  del  promotore  sono  non 
metilate  in  tutti  i  campioni  analizzati,  così  come  i  campioni  di 
controllo di donatori sani. Questo dimostra che la bassa espressione di 
RPS14  non  è  dovuta  all’ipermetilazione,  ma  al  modello 
dell’aploinsufficienza  precedentemente  descritto.  Viene  anche 
suggerito che il trattamento con agenti demetilanti (es. azacitidina, 
decitabina) non porta benefici a questo sottotipo di pazienti (Valencia 
A. et al., 2008). 
Più recentemente uno studio ha mostrato che una porzione di pazienti 
che non hanno del(5q) hanno bassa espressione di RPS14 in confronto 
a controlli normali, e che questi livelli sono simili a quelli dei pazienti 
con sindrome 5q-. Sono stati analizzati i  profili  genici di 60 casi di 
MDS non 5q- e 52 controlli normali ed è stato riscontrato che i geni 
per  le  proteine  ribosomiali  erano  la  classe  maggiormente  e  più 
significativamente alterata nei pazienti con MDS. Tutta questa serie 
di geni erano down regolati. Per verificare alterazione nel numero di 
copie  dei  geni  in  questione,  sono  stati  esaminati  20  casi  con  high 
resolution  array  comparative  hybridization (aCGH).  Sono  state 
trovate delezioni, anche in RPS14, in casi distinti di MDS. Le piccole 
delezioni,  che  ovviamente  non  sono  riconoscibili  con  le  metodiche 
37
tradizionali  di  analisi  del  cariotipo,  possono  essere  implicate  nella 
down regolazione dei meccanismi ribosomiali e di conseguenza nello 
sviluppo e/o progressione delle MDS. Mentre l’analisi dello stato della 
metilazione dei geni ribosomiali, anche in questi casi, ha dato risultati 
negativi  in  quanto  non  sono  statti  riscontrati  cambiamenti 
significativi rispetto ai controlli (Sohal D. et al., 2008). 
Questo indica che la ribogenesi difettiva è legata a diversi sottotipi di 
MDS, non solo nella sindrome 5q-, e dimostra il legame biologico che 
clusterizza la patologia.
Così è stato esaminato RPS14 in campioni di pazienti con MDS non 
5q- ed uno studio dimostra una ridotta espressione nel 71% dei casi. 
In  particolare  pazienti  con  un  rischio  intermediate-1 (INT-1),  in 
accordo con IPSS, con bassa espressione di RPS14 hanno una overall  
survaival (OS)  mediana  superiore  rispetto  ai  pazienti  INT-1  che 
hanno alti  livelli  di  RPS14.  In pazienti  con  advanced MDS il  93% 
avevano riduzione del trascritto RPS14. Questa alta percentuale può 
essere il risultato di una proliferazione clonale con incremento della 
porzione  di  blasti  che  presumibilmente  esprimono  bassi  livelli  di 
RPS14.  Comunque una ridotta espressione in pazienti  non 5q-  con 
assenza di eccesso di blasti può essere implicata a piccole delezioni nel 
gene codificante RPS14 (Czibere A. et al.,  2009). In questo lavoro i 
livelli di RPS14 per i pazienti INT-2 o high-risk MDS non inficiavano 
sui valori di OS. Inoltre in questo caso i pazienti sono stati trattati 
con Lenalidomide ed i bassi livelli di RPS14 sono utili e significativi 
per evidenziare i pazienti responsivi, quindi hanno potuto dire che all’ 
interno del gruppo INT-1 RPS14 è un marcatore prognostico. 
Un piccolo  studio  del  2010 sottolinea  ancora  una volta  come nelle 
MDS sia frequente la perdita di porzioni di cr.5q21.3-q33.1, all’interno 
del quale si trova il gene di nostro interesse, viste tramite aCGH, e 
38
come l’alterazione della metilazione del promotore del gene non ne sia 
responsabile (Borze I. et al. , 2010).
Biologia  di RPS14
Ilÿÿene ÿÿS1ÿÿÿÿocalizzato  sul  cromosoma 5q3te32elcoÿÿfica  per  la 
proteina ribosomiale S14. S14 fa parte di un gruppo di sei proteine 
ribosomiali ( Rps0, Rps3, Rps5, Rps14, Rps15 ed Rps29)( Melody G et 
al  2011),  necessarie  per  la  formazione  efficace  della  subunità  40S 
ribosomiale  durante  la  genesi  dei  ribosomi,  organelli  deputati  alla 
traduzione dell’  informazione da mRNA a filamento proteico, che si 
compongono di 4 specie di rRNA e circa 82 proteine, strutturalmente 
distinte.Questa è una proteina strutturale universale della subunità 
ribosomiale 40S, essenziale per il taglio delle molecole precursori dell’ 
rRNA 30S in rRNA 18SE/18S (Raza a. et al., 2010). Ruolo di RPS14 è 
facilitare  il  processamento  del  pre-rRNA  del  18S;  in  questo  ha 
somiglianza funzionale con RPS19. 
Il suo omologo batterico è la proteina S11 che lega direttamente l’elica 
28  dell’rRNA  18S,  essenziale  per  l’assemblaggio  della  subunità 
ribosomiale 30S. La proteina ribosomiale rpS14 studiata nel lievito è 
necessaria per il  taglio endonucleolitico che rimuove 200 nucleotidi 
dal  3’  del  pre-rRNA 20S per  generare  l’rRNA 18S maturo  ed  una 
subunità  ribosomiale  40S  funzionante.  In  assenza  di  RPS14  le 
proteine  ribosomiali  e  l’rRNA destinato  alla  subunità  40S vengono 
rapidamente  degradati,  mentre  la  subunità  60S  si  assembla 
normalmente. 
L’aploinsufficienza di RPS14 fu notata gia diversi anni fa in cellule 
CD34+ di pazienti affetti da sindrome 5q- ed in precedenza mutazioni 
in un numero di proteine ribosomiali erano state identificate nel 50% 
delle  Diamond-Blackfan  anemia  (DBA),  in  particolare  RPS19 
(Boultwood J.  Et  al.,  2010).   L’aploinsufficienza di  RPS14 altera il 
processo di elaborazione dell’  rRNA 18S, con conseguente accumulo 
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dell’rRNA 30s e distruzione della subunità 40S del ribosoma. In più, 
questo  meccanismo  spiega  anche  il  paradosso  tra  l’anemia  e  l’alto 
numero  di  piastrine  con  l’apoptosi  dei  precursori  eritroidi   ed  il 
sopravvento proliferativo dei megacariociti. Il problema resta nel fatto 
che  la  ribogenesi  difettiva  non  spiega  l’espansione  clonale  iniziale 
patologica, ma solo l’apoptosi nella progenie della cellula staminale.
Attivazione di p53
Fattori  paracrini  ed  autocrini  contribuiscono  all’eccessiva  apoptosi 
nelle MDS, mentre le citochine rappresentano i fattori paracrini, un 
gene candidato è emerso come mediatore autocrino dell’apoptosi. La 
risposta allo stress ribosomiale incrementa l’espressione di p53 come 
risultato diretto della difettiva ribogenesi (Pellagatti et al., 2010). La 
dimostrazione  è  stata  quando  elevati  livelli  di  p53  hanno  diretto 
l’eccessiva  apoptosi  e  la  morfologia  displastica  nel  compartimento 
eritroide di topi mancanti del gene RPS14, attraverso delezione del 5q 
(Barlow  et  al.,  2010).  La  citopenia  nelle  MDS  può  così  essere  il 
risultato  della  deregolazine  della  biosintesi  dei  ribosomi  con 
conseguente attivazione di p53 e dell’apoptosi. 
Essendo la chiave della crescita e della morte cellulare, i livelli di p53 
sono  accuratamente  regolati  nelle  cellule.  P53  viene  mantenuta  a 
bassi  livelli  durante  il  normale  ciclo  cellulare  e  viene  attivata  in 
risposta  a  svariati  stress  della  cellula.  La  biogenesi  alterata  dei 
ribosomi,  come  risulta  dall’aploinsufficienza  di  certe  proteine 
ribosomiali, per esempio RPS19, RPS6 e probabilmente RPS14, può 
causare  stress  nucleari.  In  risposta  a  questo  stress  altre  proteine 
ribosomiali, come RPL5 e RPL11 si legano a MDM2, il regolatore di 
p53, bloccando l’ubiquitinizzazione e la degradazione di p53 MDM2-
mediata. Gli alti livelli di p53 attivata promuovono la trascrizione dei 
suoi  geni  target,  mandando in  arresto  il  ciclo  cellulare  o  guidando 
l’apoptosi. L’up regolazione del pathway di p53 è una risposta comune 
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alla deficienza di proteine ribosomiali in diverse patologie (Boultwood 
J et al., 2010) (figura 3). Recenti lavori hanno validato che lo knock-
down (anche parziale) del gene RPS14 e quindi la diminuzione della 
sua espressione,  tramite  Real  Time PCR, induce  l’espressione  di  3 
geni target di p53: P21, BAX e WIG-1. Per contro non viene indotto 
l’aumento  dell’espressione  dell’  mRNA  di  p53,  ma  si  accumula 
solamente  la  proteina  trascrizionalmente  attiva.  L’incremento 
dell’espressione dei geni target di p53 è seguito dall’arresto del ciclo 
cellulare  e  da  apoptosi.   Gli  esperimenti  condotti  a  livello  dei 
progenitori  ematopoietici  CD34+  evidenziano  un’accumulo 
differenziale nelle varie linee cellulari dei livelli di p53. In risposta al 
decremento  dell’espressione  di  RPS14  p53 era  evidente  nella  linea 
cellulare  eritroide  (CD71+,  GlyA-  e  successive  GlyA+).  Mentre  la 
filiera mieloide o megacariocitaria non evidenziava incremento. Anche 
le conseguenze a valle dell’attivazione di p53 erano lineage specifico 
(Dutt S. et al., 2011).
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Figura  3.  Rappresentazione  grafica  del  meccanismo  mediato  da 
inefficace  biogenesi  dei  ribosomi  conseguente  nell’attivazione 
dell’apoptosi tramite p53.
1.5. La  terapia  nelle MDS
Diverse strategie  vengono utilizzate per il  trattamento dei  pazienti 
con  MDS;  i  principali  obiettivi  terapeutici  sono  il  miglioramento 
dell’emopoiesi e della qualità di vita del paziente. Terapie di supporto 
sono indirizzate a pazienti affetti da MDS a basso rischio (IPSS Low, 
Intermediate-1), mentre pazienti affetti da MDS ad alto rischio (IPSS 
Intermediate-2,  High)  necessitano  di  terapie  più  aggressive 
(chemioterapia aggressiva e/o trapianto di cellule staminali).
Tuttavia, a causa dell’elevata età media dei pazienti con MDS, solo un 
terzo  di  questi  possono  essere  sottoposti  a  trattamenti  citotossici 
intensivi.
Nel 2002 la Società Italiana di Ematologia (SIE) pubblicò delle linee 
guida per il trattamento delle sindromi mielodisplastiche. Da allora 
nuovi trattamenti in grado di modificare il decorso della malattia sono 
stati  introdotti  nella  pratica  clinica  portando  alla  necessità  di  un 
aggiornamento che è stato stilato nel 2010.
Ad oggi, i farmaci approvati per il trattamento dei pazienti affetti da 
mielodisplasia  comprendono  i  fattori  di  crescita  emopoietici 
(eritropoietina e G-CSF), 5-azacitidina, decitabina, ATG, ciclosporina, 
lenalidomide,  deferasirox,  e  deferoxamina  (Greenberg,  2010; 
Hellstr¨om-Lindberg, 2008).
La terapia di chelazione con deferasirox e deferoxamina è indicata per 
ridurre il sovraccarico trasfusionale di ferro associato a disfunzione 
d'organo dovuta di anemia cronica legata alla trasfusione dipendenza 
per mobilitazione del ferro dai depositi di organo e secrezione di ferro 
urinaria (Metzgeroth, 2009). 
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ATG,  ciclosporina  e  lenalidomide  presentano  proprietà 
immunomodulatorie  interagendo  con  i  linfociti  deregolati  (alterato 
rapporto  CD4/CD8  o  repertorio  del  recettore  TCR)  osservati  nelle 
MDS  (Sloand,  2005).  Inoltre,  ATG  e  lenalidomide  causano 
cambiamenti  nel  microambiente  midollare  attraverso  modificazione 
delle  capacità  antiangiogeniche  ed  antiproliferative  delle  reti  di 
integrine e chemochine. In particolare, lenalidomide ha la proprietà di 
diretta di soppressione clonale in cloni mielodisplastici con delezione 
isolata del cromosoma 5q (List S, 2005; List A, 2006).
Nuove  terapie  farmacologiche  con  eterogeneo  approccio  biologico  e 
differenti meccanismi target (Anargyrou, 2010; Mufti, 2003; Faderl, 
2004, Gore 2008) comprendono:
- farmaci che alterano l'interazione con segnali di sopravvivenza quali 
antiangiogenesi  e  inibitori  recettore  tirosina  chinasi,  inibitori  della 
proteina chinasi C, inibitori di metalloproteasi di matrice, e inibitori 
della farnesil transferasi;
-  farmaci  con  proprietà  d’interazione  con  integrità  genetica  come 
immunoconiugati e antagonisti della P-glicoproteina;
- agenti che incidono su meccanismi patogenetici epigenetici come gli 
inibitori  istone-deacetilasi  (HDACi)  come  vorinostat  (SAHA),  acido 
valproico, entinostat (MS275/SDX275), o panobinostat che mostrano 
effetti pleiotropici sul ciclo cellulare, differenziazione e apoptosi (De 
Ruijter, 2003; Gore, 2008).
Gli agenti ipometilanti sono un gruppo di farmaci capaci di indurre 
ipometilazione transitoria del DNA, un meccanismo importante nel 
trattamento  di  svariate  patologie,  tra  le  quali  anche  le  sindromi 
mielodisplastiche.  Infatti  il  fenomeno  della  metilazione  è  stato 
osservato in numerose forme di cancro e potrebbe rappresentare un 
marcatore molecolare con un importante significato prognostico. I due 
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agenti  ipometilanti  approvati  da  FDA ed  EMA  per  il  trattamento 
delle  MDS  sono  azacitidina  (5-azacitidina,  AZA)  e  decitabina,  con 
evidenze scientifiche che suggeriscono un vantaggio di sopravvivenza 
e  sopravvivenza  libera  da  progressione  quando  utilizzati  fino  a 
progressione o intolleranza. Alcuni studi hanno riportato che l’utilizzo 
di  questi  farmaci  ha portato  il  50-80% dei  casi  affetti  da MDS ad 
avere una buona risposta clinica: i pazienti trattati mostravano una 
minor progressione in LMA e un miglioramento sia della qualità della 
vita che della sopravvivenza. Si pensa che trattamenti a basso regime 
con questi agenti demetilanti potrebbero riattivare geni coinvolti nella 
crescita cellulare che sono stati silenziati attraverso un meccanismo 
di metilazione. Ad esempio, in alcuni pazienti affetti da MDS trattati 
con  decitabina  è  stata  osservata  la  demetilazione  del  gene 
p15/INK4B. Tuttavia, il meccanismo molecolare di tali farmaci non è 
ancora stato chiarito, per cui è necessario cercare altri possibili target 
terapeutici. 
La  5’-azacitidina  e  la  decitabina  sono  due  inibitori  delle  DNA 
metiltransferasi  (DNMT) il  cui  meccanismo  d’azione  si  basa  sulla 
formazione  di  complessi  con  le  DNA  metiltrasferasi,  portando 
all’inattivazione  di  tali  enzimi  e  quindi  della  metilazione. 
L’Azacitidina è un analogo nucleosidico con una struttura contente 
ribosio  che  viene  incorporata  nell’RNA  e  richiede  l'attività  della 
ribonucleotide reduttasi per essere incorporata anche nel DNA (figura 
4). L'azacitidina viene fosforilata nella sua forma attiva in azacitidina 
trifosfato  ed  entra  nelle  cellule  utilizzando  i  trasportatori  di 
nucleosidi hENT1 e hENT2, ma, a differenza del nucleoside analogo 
decitabina, non richiede la deossicitidina-chinasi per la fosforilazione. 
L’Uridina-citidina  chinasi  fosforila  l’azacitidina  nella  sua  forma 
attiva.  Poiché  l’ipermetilazione  dei  promotori  di  alcuni 
oncosoppressori  è  un  meccanismo  prevalente  nelle  MDS  e  AML 
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secondarie, si ipotizza che l'ipometilazione del DNA indotto dall’AZA 
possa causare la riattivazione dei geni silenziati, ripristinando la loro 
funzione oncosoppressiva e reinducendo pertanto il differenziamento 
cellulare (Issa, 2005).
Figura4. Rappresentazione schematica del meccanismo d’azione della 
5’-azacitidina.  Il  farmaco agisce bloccando le DNA metil-transferasi 
che non riescono più a convertire la citosina in metil-citosina.
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CAPITOLO  2 –-  Pazienti  
e Metodi
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        2.1. Scopo dello studio
In questo studio, in parte retrospettivo, abbiamo cercato di valutare:
- se l’efficacia del trattamento con azacitidina, nella casistica 
di  53  pazienti  affetti  da  da  Sindrome  Mielodisplastica  o 
Leucemia acuta Mieloblastica oligoblastica seguiti presso il 
nostro  centro  dell’  U.O.  di  Ematologia  dell’Azienda 
Ospedaliera Universitaria Pisana, avesse portato alla stessa 
percentuale  di  risposte ed allo  stesso  outcome riportato  in 
letteratura.  
Ossia  come  descritte  in  letteratura,  nonostante  meno  del  20%  di 
risposte  complete,  attorno  al  50-60%  di  risposte  complessive  che 
perdurano  per  circa  2  anni.  Il  trattamento  con agenti  demetilanti, 
inoltre, conferisce certamente un vantaggio in termini di OS e LFS 
rispetto  alla  terapia  di  supporto,  numeri  che  probabilmente 
potrebbero  ulteriormente  migliorare  in  caso  di  strutturazione  di 
regimi  di  associazione  o  stratificazione  migliore  dei  pazienti 
candidabili  al  trattamento  (Blum 2010;  Garcia-Manero  2010;  Gore 
2011).
La valutazione è stata effettuata attraverso le percentuali di risposta 
(remissione  completa  o  CR,  risposta  parziale  o  PR,  hematological  
improvement o HI, che insieme caratterizzano la risposta complessiva 
o ORR), i dati di sopravvivenza (overall survival o OS) e di prognosi
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(progression  free  survival/leukemia  free  survival o  PFS/LFS).  Tali 
variabili  sono  state  correlate  con  le  caratteristiche  demografiche  e 
cliniche  all’esordio,  inclusi  i  sistemi  di  classificazione  del  rischio 
WPSS e IPSS-R; infine, sono stati raccolti anche i dati di tossicità.
- Se in un sottogruppo di 37 pazienti la valutazione dei livelli 
di  espressione  dei  marcatori  molecolari  scelti,  WT1  ed 
RPS14,  fosse  di  impatto  prognostico  al  momento  della 
diagnosi e/o in corso di follow-up; seguendo gli imput lanciati 
da altri lavori, precedentemente trattati.
L’espressione dei geni WT1 ed RPS14 è stata seguita dal momento 
della diagnosi  (o  in corrispondenza con l’inizio  del  trattamento con 
Azacitidina) ed in corso di trattamento demetilante. Questo valore è 
stato posto in relazione alle caratteristiche demografiche, ai tassi di 
risposta  al  trattamento  e  di  sopravvivenza  ed  alle  caratteristiche 
prognostiche  IPSS  e  WPSS,  cercando  di  individuare  eventuali 
correlazioni significative.
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2.2. Pazienti
In questo studio sono stati reclutati 53 pazienti, provenienti dall’ U.O. 
di  Ematologia  dell’Azienda  Universitario  Ospedaliera  Pisana.  I 
pazienti risultavano affetti da Sindrome Mielodisplastica o Leucemia 
acuta Mieloblastica (con percentuale di blasti midollari compresa tra 
il 20 e 30%), secondo la classificazione WHO 2008.
Tali  diagnosi  sono  state  effettuate  presso  il  nostro  centro  tra 
Dicembre  2004  e  Settembre  2012;  dopo  un  periodo  variabile  di 
osservazione  e  terapia  di  supporto  con  fattori  di  crescita  o  agenti 
differenzianti, (mediana 3 mesi, range 0-42 mesi), tali pazienti hanno 
ricevuto  terapia  con 5-azacitidina  tra  Settembre  2005 e  Settembre 
2012. I dati sono stati raccolti fino ad Settembre 2012.
Il pazienti erano 16 femmine (30,2%) e 37 maschi (69,8%). 48 soggetti 
(15 femmine e 33 maschi) erano affetti da mielodisplasie con diversa 
sotto-classifcazione WHO mentre 5 pazienti (1 femmina e 4 maschi) 
erano affetti da Leucemia Mieloblastica acuta oligoblastica. 
L’età  mediana  all’inizio  del  trattamento  era  69  anni  (range  18-93 
anni). 
Le caratteristiche demografiche e cliniche di tutti i pazienti in esame 
sono dettagliate nella Tabella 6.
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Caratteristiche N° %
Pazienti totali 53 100%
Sesso
- M
- F
37
16
69,8%
30,2%
Età mediana 69
WHO
- RA
- RARS
- RCMD
- RCMD-RS
- RAEB-1
- RAEB-2
- 5q-
- AML oligoblastiche
1
2
7
0
9
28
1
5
1,9%
3,8%
13,2%
17%
52,8%
1,9%
9,4%
WPSS
- very low
- low
- intermediate
0
4
7
36
6
7,6%
13,2%
67,9%
11,3%
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- high
- very high
IPSS-R
- very low
- good
- intermediate
- high
- very high
1
6
18
10
18
1,9%
11,3%
33,9%
18,9%
33,9%
Tabella  6.  Caratteristiche  demografiche/cliniche  dei  pazienti  in 
esame.
L’infiltrazione blastica  midollare  mediana all’inizio  del  trattamento 
era del 14%:
- 13 pazienti (24,5 %) presentavano infiltrazione blastica <5%; 
- 12 pazienti (22,6%) presentavano infiltrazione blastica tra 5 – 10%;   
- 23 pazienti (43,4 %) presentavano infiltrazione blastica  tra 11- 20%; 
- 5 pazienti (9,4 %) presentavano infiltrazione blastica > 20%.
Per la classificazione citogenetica rispetto alla classi individuate dal 
IPSSR dei 53 pazienti presi in considerazione: 
- nessuno presentava classe citogenetica very good;
- 27 pazienti (50,9 %) presentavano classe citogenetica good avendo in 
23 casi cariotipo normale (46 XY; 46 XX), in 2 casi del5q isolata, in 1 
caso delezione doppia -5q e -20, in 1 caso anomalia doppia con del5q 
associata  alla  +8.  Tra  questi  sono  stati  inclusi  9  casi,  in  cui  le 
metafasi analizzate sono state insufficienti per un’analisi citogenetica 
esaustiva.  Per  superare  l'ostacolo  dell'analisi  dubbia  sono  stati 
eseguiti test FISH tali da escludere la presenza di anomalie ad alto 
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rischio: in 2 casi veniva riscontrato riarrangiamento del gene PDGFR-
Beta  (8,5%  dei  nuclei),  altri  2  pazienti  presentavano  un'  isolata 
anomalia del 5q.
- 12 pazienti (22,6 %) presentavano classe citogenetica  intermediate, 
di cui 3 pazienti presentavano isolata trisomia del cromosoma 8 (+8), 
pazienti presentavano anomalie doppie: +8 in associazione con del 13 
in  un  caso,  +8  in  associazione  a  -20q;  i  restanti  7  pazienti 
presentavano anomalie singole quali: del6; (+13); (+21); delX; t(1;14); 
t(3;12); t(12;X).
- 3 pazienti ( 5,6 %) presentavano classe citogenetica poor , dei quali 2 
pazienti presentavano del7 isolata, 1 paziente presentava del3q.
-  2 pazienti  (3,7 %) presentavano classe citogenetica  very poor con 
cariotipo complesso (più di tre alterazioni). 
Rispetto alle classi citogenetiche individuate da IPSS e WPSS dei 53 
pazienti:
-  34  (59,6%)  presentavano  cariotipo  favorevole (  2  pazienti 
presentavano del5q; 23 cariotipo normale; i 9 pazienti con cariotipo 
indeterminato  9  cariotipo  indeterminato  per  metafasi  insufficienti, 
ma in cui la FISH ha escluso anomalie a rischio intermedio ed alto). 
-  5 pazienti  (26,3 %) presentavano cariotipo  Intermedio (  di queste 
erano presenti le anomalie singole: 1 paziente con +21; 3 pazienti con 
+8; 1 paziente con +13;  1 paziente con del3q;  1 paziente con -X; 1 
paziente con del6; 1 paziente con t(1;14); 1 paziente con t(12;X); ed 
anomalie  doppie:  1  paziente  con  del5q  in  associazione  a  del20q;  1 
paziente con +8 associata a t(3;12); 1 paziente +8 associata a del5q; 1 
paziente  con  +8  in  associazione  a  del13;  1  paziente  con  +8  in 
associazione a del20). 
-  4  pazienti  (7  %)  presentavano  cariotipo  sfavorevole  (2  pazienti 
presentavano del7; 2 pazienti presentavano cariotipo complesso).
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All’inizio  del  trattamento  19/53  pazienti  (35,9  %)  presentavano 
regolare necessità trasfusionale.
Per  l’effettuazione  dell’analisi  statistica  abbiamo  successivamente 
raggruppato le sottocategorie IPSS-R in 2 macrocategorie:
- basso: IPSS-R very low + good + intermedio = 25 pazienti (47,2 %); 
- alto: IPSS-R high + very high= 28 pazienti (52,8 %).
Anche nel caso della stratificazione con WPSS per effettuare l’analisi 
statistica  abbiamo  raggruppato  le  sottocategorie  WPSS  in  2 
macrocategorie:
- basso: WPSS very low + low+ intermedio = 11 pazienti (20,8 %) ; 
- alto: WPSS high+very high = 42 pazienti (79,3 %).
Sulla base della disponibilità di campioni di RNA prelevati e congelati 
alla  diagnosi  o  prima  dell’inizio  della  terapia,  abbiamo  potuto 
selezionare  una  sottopopolazione  di  37  pazienti  (24  maschi  e  13 
femmine)  per  la  determinazione  dei  livelli  di  espressione  dei  geni 
WT1 e RPS14, sia al momento dell’inizio del trattamento che in corso 
di follow-up. 
In questa sottopopolazione (vedi tabella 7), l’età mediana all’inizio del 
trattamento era di 70 anni (range 18 - 93 anni).  Le diagnosi poste 
secondo  i  criteri  WHO  all’inizio  del  trattamento  raggruppavano  i 
pazienti come segue: 
Caratteristiche N° %
Pazienti totali 37 100%
Sesso
- M
- F
24
13
64,9%
35,1%
Età mediana 70
WHO
53
- RA
- RARS
- RCMD
- RCMD-RS
- RAEB-1
- RAEB-2
- 5q-
- LMA oligoblastica
0
1
7
0
7
19
0
3
2,7%
18,9%
18,9%
51,4%
8,1%
WPSS
- Very low
- Low
- Intermediate
- High
- Very high
0
2
7
24
4
5,4%
18,9%
64,9%
10,8%
IPSS-R
- Very low
- Good
- Intermediate
- High
- Very high
1
4
14
4
14
2,7%
10,8%
37,8%
10,8%
37,8%
Tabella  7.  Caratteristiche  dei  pazienti  arruolati  nello  studio 
dell’espressione di WT1 ed RPS14.
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In  questa  sottopopolazione  di  pazienti,  l’infiltrazione  blastica 
midollare mediana all’inizio del trattamento era del 14% (range 3%-
33%). Di questi: 
10 pazienti (27 %) presentavano inflitrazione < 5%; 
9 pazienti (24,3 %) presentavano inflitrazione compresa tra 5% - 10%;
15 pazienti (40,5 %) presentavano inflitrazione compresa tra 11-% - 
20%; 
3 pazienti (8,1%) presentavano inflitrazione 20%.
In tutti  i  37 pazienti  al momento della diagnosi era stata eseguita 
valutazione  del  profilo  citogenetico.  Rispetto  alle  classi  citogeniche 
individuate da IPSS-R:
- 0 pazienti presentavano citogenetica very good; 
-  25  pazienti  (67,6  %)  presentavano  citogenetica  good:  tra  cui  15 
cariotipo normale, 1 paziente anomalia doppia del5q associata a +8, 
tra questi sono stati contati i pazienti con cariotipo indeterminato (9 
cariotipo indeterminato per metafasi insufficienti, ma in cui la FISH 
ha escluso anomalie a rischio intermedio ed alto);
-  7 pazienti  (18,9  %) presentavano cariotipo  intermediate,  di  cui  2 
pazienti  presentavano  +8,  1  paziente  +21,  1  paziente  t(12;X),  1 
paziente +13; 1 paziente -X; 1 paziente t(1;14);
-  3 pazienti  (8,1 %) presentavano cariotipo  poor, di  cui:  1 paziente 
presentava del3q, 2 pazienti del7;
-  2 pazienti  (5,4 %) presentavano cariotipo  very poor entrambi con 
cariotipo complesso.
Rispetto alle classi citogeniche individuate da IPSS e WPSS
- 24 pazienti (64,9 %) presentavano classe citogenetica favorevole : di 
cui  15  cariotipo  normale;  9  cariotipo  indeterminato  per  metafasi 
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insufficienti,  ma  in  cui  la  FISH  ha  escluso  anomalie  a  rischio 
intermedio o alto;
-  9  pazienti  (24,3  %)  presentavano  cariotipo  intermedio,  di  cui:  2 
pazienti presentavano +8; 1 paziente + 21; 1 paziente -X; 1 paziente 
+13; 1 paziente t(12;X); 1 paziente t(1;14); 1 paziente -3q; 1 paziente 
aveva anomalia doppia del5q associata a +8;
- 4 pazienti (10,8 %) presentavano cariotipo severo, di cui: 2 pazienti 
con cariotipo complesso e 2 pazienti presentavano -7.
Dei  27  pazienti  12  (44,4%)  presentavano  regolare  necessità 
trasfusionale per emazie concentrate.
2.2 Metodi
Caratterizzazione morfologica e di rischio
Prima dell' inizio del trattamento tutti i pazienti sono stati sottoposti 
a  valutazione  morfologica  midollare,  per  poterne  valutare  il  tipo 
morfologico  WHO  (2001)  ed  individuarne  la  categoria  di  rischio 
secondo i criteri delle classificazioni WPSS (2008) ed IPSS-R (2011).
Caratterizzazione citogenetica
In  tutti  i  pazienti  al  momento  della  diagnosi  è  stata  eseguita 
valutazione  del  profilo  citogenetico  midollare  mediante  analisi 
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standard del  cariotipo.  Qualora il  cariotipo non fosse evidenziabile, 
per metafasi insufficienti, è stato effettuato un pannello FISH così da
avere la certezza di escludere le forme a citogenetica sfavorevole o 
confermare la presenza di anomalie genetiche a basso rischio. Queste 
sono state classificate ed inserite nel calcolo dello score di rischio sulla 
base delle suddivisioni operate da WPSS e IPSS-R.
Modalità di trattamento
Il trattamento con Azacitidina è stato effettuato seguendo lo schema 
di 75mg/mq per 7 giorni, ogni 28 giorni. Il numero mediano di cicli 
effettuati  è  stato  pari  a  13  (range  1-  39),  e  la  valutazione  della 
risposta è stata effettuata dopo 2, 3, 4, 6, 8 cicli di terapia, che è stata 
continuata fino a sospensione per progressione o per tossicità.
Durante  il  trattamento  i  pazienti  venivano  monitorati  mediante 
esecuzione di emocromo, test di funzionalità renale ed epatica e, in 
caso  di  neutropenia  o  valori  di  emoglobina  inferiori  a  11g/dL, 
supportati con fattori di crescita (G-CSF, eritropoietina). Pazienti con 
valori di piastrine inferiori a 20000/uL e/o di emoglobina inferiori a 8 
g/dL hanno ricevuto supporto trasfusionale.
Criteri per la definizione della risposta
Si è fatto riferimento a dati della letteratura universalmente accettati 
e codificati  dall’ International Working Group (IWG) (Cheson et al. 
2000; Cheson et al. 2006; Cheson et al. 2009)(tabella 8 - 9).
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Tabella 8. Criteri di definizione della risposta elaborati dall’ IWG.
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Tabella 9. Definizione dei criteri di Hematological Improvement (HI) 
dell’ IWG.
Criteri per la definizione della tossicità e degli eventi avversi
Si è fatto riferimento a dati della letteratura universalmente accettati 
e tabulati nei Common Toxicity Criteria (CTC, 1999)
Caratterizzazione molecolare
Sulla  base  della  disponibilità  di  campioni  di  sangue  midollare  al 
momento  della  diagnosi  o  immediatamente  prima  dell’inizio  del 
trattamento  con  5-Azacitidina,  abbiamo  selezionato  una 
sottopopolazione  di  37  pazienti  per  la  determinazione  dei  livelli  di 
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espressione  dei  geni  WT1  e  RPS14  con  metodica  di  RT-PCR 
quantitativa e successivamente abbiamo effettuato un monitoraggio 
longitudinale nel tempo in corso di terapia (2°, 3°, 4°, 6° ciclo).
Isolamento di cellule mononucleate
Le cellule mononucleate provenienti da 5-10 ml di sangue periferico o 
aspirato midollare, conservato con anticoagulante (EDTA), sono state 
isolate  mediante  centrifugazione  in  gradiente  di  densità 
(Lymphoprep,  figura  5.).  Il  sangue  è  stato  diluito  con  soluzione 
fisiologica  con  un  rapporto  pari  a  1:4.  Dopo  aver  centrifugato  i 
campioni  a  1900  giri  per  25  minuti  si  ottiene  una  fase  superiore 
contenente plasma e lipidi ed un’interfaccia tra plasma e Lymphoprep 
in cui si ha una nubecola di cellule costituita da monociti e linfociti. 
Tali cellule vengono recuperate e lavate in soluzione fisiologica per 
due volte, centifugando a 1900 giri per 5 minuti. Il pellet, risospeso in 
una soluzione protettiva per gli acidi nucleici, può essere conservato a 
-80° C fino al momento dell'analisi. 
Figura 5. Isolamento cellule mononucleate con Ficoll-Paque.
Estrazione di RNA 
L’RNA viene estratto utilizzando TRI REAGENT (Molecular Research 
Center)  che  combina  il  fenolo  e  la  guanidina  tiocianato  in  una 
soluzione  che  permette  di  effettuare  un  triplice  isolamento  (DNA, 
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RNA  e  proteine)  a  partire  da  5-10  x  106  cellule  e  di  facilitare 
l’immediata e più effettiva  inibizione dell’attività Rnasica.
Questo protocollo comprende 5 steps.
Omogenizzazione:  consiste  nel  lisare le  cellule separate dal sangue 
intero come su detto, aggiungendo 1 ml di Tri Reagent ogni 5-10 x 106 
cellule, all’interno di una provetta conica sterile (Eppendorf 1,5 ml).
 Separazione:  il  campione  è  incubato  per  5  min.  a  temperatura 
ambiente  in  modo  da  permettere  la  completa  dissociazione  dei 
complessi nucleoproteici. Si aggiungono quindi 0,2 ml di cloroformio 
per ogni ml di TRI REAGENT utilizzato, si vortexa per 15 secondi e la 
miscela  che  ne  risulta  viene  lasciata  per  2-15 min.  a  temperatura 
ambiente. Questa fase si completa con una centrifugazione a 12.000 
rpm per 15 min. a 4 °C, al termine della quale sono ottenute tre fasi 
separate: una sul fondo della provetta contenente fenolo,  cloroformio 
e proteine; una intermedia contenente il DNA ed una fase superiore 
acquosa  dove  rimane  l’RNA.  A  questo  punto  si  recupera  la  fase 
acquosa e si trasferisce in una nuova provetta sterile.
Precipitazione: alla fase acquosa sono aggiunti 0,5 ml di isopropanolo 
per  ml  di  TRI  REAGENT  usato  nell’iniziale  omogenizzazione.  Il 
campione viene lasciato a temperatura ambiente per 5-10 minuti e poi 
centrifugato 12.000 rpm per 15 minuti; l’RNA, una volta precipitato 
era visibile sotto forma di pellet bianco sul fondo della provetta.
Lavaggio: una volta aspirato il sovranatante, sono aggiunti 1 ml di 
etanolo al 75% per ml di TRI REAGENT utilizzato.
Solubilizzazione:  dopo centrifugazione a  7500 rpm per 5 minuti,  si 
rimuove l’etanolo utilizzato per il lavaggio, si fa asciugare brevemente 
(per 3-5 minuti)  l’RNA  che viene quindi risospeso in acqua sterile 
deionizzata e quantificato allo spettrofotometro.
Sintesi di cDNA 
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L’utilizzo  dell’enzima Trascrittasi  inversa  permette  di  effettuare  la 
reazione  di  retrotrascrizione  che  porta  alla  formazione  del  cDNA 
(DNA complementare). 1μg di mRNA viene retrotrascritto (RT-PCR) 
in un volume finale di reazione di 20μl contenente:
 200 unità di M-MLV Reverse Trascriptase, 1X Frist-Strand Buffer (3 
mM di MgCl2, 75 mM di KCl, 50 mM di Tris- HCl a ph 8.3), 1 mM di 
dNTPs,  5.0  μM  di  random  primers,  32  unità  di  RNasi  RiboLock 
Ribonuclease Inhibitor, 10 mM di DTT.
I campioni vengono a questo punto posti nel Termal Cycler (Biorad) 
impostando il programma di sintesi che prevede:
- un'incubazione iniziale a 37°C per 10 minuti,
- un'incubazione a 42°C per 45 minuti,
- infine 70°C per 10 minuti.
Estrazione di DNA da sangue intero midollare o  periferico
L’estrazione è stata effettuata utilizzando QIAamp DNA Blood Mini 
Kit  (QUIAGEN).  La  purificazione  avviene  a  partire  da  200  μl  di 
sangue  intero  o  da  pellet  di  cellule  portati  a  volume  con  PBS 
(phosphate-buffered  saline).  La  purificazione  richiede  quattro  step, 
una  QUIAamp  Spin  Column  e  una  microcentrifuga.  Le  condizioni 
della  lisi  con  proteinasi  K (600mAU/ml)  sono  studiate  in  modo  da 
permettere il legame ottimale del DNA alla membrana della colonna, 
dopo il  passaggio del  campione.  Seguono due lavaggi buffer diversi 
che migliorano la purezza del DNA eluito e assicurano la rimozione 
completa  dei  contaminanti  senza  danneggiarlo.  L’eluizione  del 
campione è in forma concentrata e può essere in buffer di eluizione o 
in acqua. La resa aumenterà se la colonna dopo l’aggiunta del buffer 
sarà tenuta a temperatura ambiente per altri 5 minuti. La resa del 
DNA genomico dipende dal tipo di campione e dal numero di cellule 
presenti. Solitamente da 200 μl di sangue intero di individui sani si 
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ha una resa di 3-12μ g di DNA totali (0,30-0,50  μg/μl). Anche se la 
resa non è molto alta, con questa tecnica di purificazione si ottengono 
campioni estremamente puliti e privi di contaminanti o inibitori.
Quantificazione dell’espressione genica
Real-Time PCR
La strumentazione per la Real-Time PCR è costituita da un Thermal 
Cycler  con  incorporato  un  modulo  ottico,  necessario  per  eccitare  i 
fluorocromi  e  per  raccogliere  la  fluorescenza  di  ritorno,  e  da  un 
modulo di controllo per analizzare i dati e produrre le quantificazioni. 
Il  sistema  di  eccitazione  è  costituito  da  una  ventola  per  il 
raffreddamento,  una lampada alogena al  tungsteno di  50 watt,  un 
filtro per il calore (il vetro assorbe i raggi infrarossi), una ruota dotata 
di 6 posizioni di filtri compresi quelli ottici ed opachi ed una coppia di 
specchi  sistemati  in  maniera  tale  da  permettere  l’illuminazione 
simultanea dell’intera piastra. La luce origina come un lampo, passa 
attraverso un filtro per il calore, un secondo filtro per la selezione del 
colore per poi essere riflessa tramite un apposito set di specchi sui 96 
pozzetti della piastra, inserita nel Thermal Cycler. Questa sorgente di 
luce  eccita  le  molecole  fluorescenti  presenti  nei  pozzetti  e  la 
fluorescenza  emessa  passa  attraverso  un filtro  di  emissione  ed  un 
sistema  amplificatore  che  serve  per  aumentare  l’intensità  della 
fluorescenza stessa, ed è quindi catturata dalla CCD camera, dotata 
di  risoluzione massima di  350,000 pixel,  che quantifica in maniera 
ottimale la fluorescenza di ciascun pozzetto.
La maggior parte dei fluorocromi che possono essere utilizzati sono 
idrocarburi  poliaromatici  o  eterociclici.  La  luce  è  assorbita  dal 
colorante fluorescente, che va in uno stato di eccitazione instabile che 
normalmente  dura  solo  10-9-10-8 secondi.  Nello  stato  eccitato  il 
fluorocromo  può  subire  cambiamenti  conformazionali  od  interagire 
63
con l’ambiente così che parte dell’energia può essere dissipata (come 
calore) o trasferita a molecole vicine.
Per quanto riguarda il nostro studio riguardo il gene WT1 la metodica 
impiegata è stata quella TaqMan Assay, mentre nel caso dell’RPS14 
abbiamo utilizzato il Sybr Green.
IL “TaqMan” ASSAY
Il  sistema  TaqMan  sfrutta  una  sonda  oligonucleotidica 
complementare  ad  una  porzione  interna  della  sequenza  bersaglio 
delimitata  dai  due  primers,  che  presenta  l'estremità  3'-idrossi 
terminale bloccata in modo da impedirgli di agire come un primer per 
l'amplificazione.  E'  provvista,  inoltre,  di  un  fluoroforo  (reporter) 
all'estremità 5', solitamente il 6-FAM (6-carbossifluoresceina) e di un 
quencer  al  3',  il  6-carbossi-tetrametilrodamina  (TAMRA)  [Heid  et 
al,1996]. Quando le sonde sono intatte i fluorofori eccitati dalla luce 
alla giusta lunghezza d'onda trasferiscono la loro energia al quencer, 
anzichè  emettere  fluorescenza.  Questa  capacità  del  quencer  è 
condizionata dalla distanza a cui esso si trova rispetto al fluoroforo: 
assorbe l'energia emessa dal fluoroforo solo quando si trova nelle sue 
prossimità. Nella sonda libera e nel momento in cui la sonda si lega al 
target  la  fluorescenza  emessa  dal  reporter  viene  assorbita  dal 
quencer.  Durante  la  fase  di  estensione  la  sonda  ibridizzata  viene 
rimossa dal filamento neoformato e degradata in singoli nucleotidi per 
attività 5'-esonucleasica della Taq polimerasi. La degradazione della 
sonda libera il reporter, il quale, essendo lontano dal quencer, sarà in 
grado  di  emettere  la  propria  fluorescenza  caratteristica  che  verrà 
rivelata dal detector [Holland et al., 1991]. (figura 6.)
La fluorescenza del reporter aumenta in modo lineare man mano che i 
prodotti si accumulano ad ogni successivo ciclo di amplificazione. Nei 
primi cicli di amplificazione la fluorescenza del reporter è di solito non 
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rilevabile,  ma  ad  un  certo  punto  durante  l'amplificazione  risulta 
misurabile l'incremento della fluorescenza nella miscela di reazione.
Figura 6: rappresentazione schematica del funzionamento delle sonde 
TaqMan  (probe).  In  rosso:  il  quencer;  polimerasi:  Taq  DNA 
polimerasi; in verde: il reporter.
Questa fase in cui la fluorescenza risulta apprezzabile al di sopra del 
background viene chiamata ciclo soglia (Ct). Il valore del Ct è relativo 
al numero di sequenze di acido nucleico target presenti all'inizio della 
reazione.  L'amplificazione  di  tale  sequenza  target  diviene 
esponenziale perché la presenza in eccesso di primer nella reazione 
minimizza  la  rinaturazione  del  filamento  complementare.  Come la 
concentrazione di un prodotto amplificato aumenta, la possibilità di 
rinaturazione  del  suo  complementare  accresce.  Ne  risulta  che  il 
rapporto di amplificazione diminuisce e si ha un plateau. Il punto di 
passaggio  dalla  fase  esponenziale  a  quella  di  plateau  può  variare 
sensibilmente per i diversi campioni. Ne consegue che è più accurato 
quantificare i prodotti di PCR proprio durante la fase esponenziale di 
amplificazione.  Il  segnale  viene  misurato  ad  intervalli  molto  brevi 
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(frazioni di secondo) e durante tutto il corso della reazione. Al termine 
della  reazione  i  segnali  di  fluorescenza  vengono  analizzati  e  la 
cinetica  di  formazione  del  prodotto  di  PCR  viene  visualizzata 
graficamente come incremento del segnale di fluorescenza per ciclo di 
reazione.
 
Per la determinazione quantitativa del gene WT1 è stato impiegato il 
kit  di  reazione  “WT1  ProfileQuant-KIT”  (Ipsogen).  Esso  contiene 
specifici plasmidi, primers e probes per i geni WT1 e Abl, che funziona 
da  gene  housekeeping.  Il  numero  di  trascritti  ottenuti  sono  stati 
normalizzati rispetto al numero di copie del gene di riferimento Abl la 
cui espressione è stata vista essere particolarmente stabile e costante 
in tutti i tipi di cellule sia nel BM che nel PB. 
I livelli di WT1 sono perciò stati espressi come numero di copie ogni 
104 copie di Abl, considerando come range di normalità per il sangue 
midollare  l’intervallo  3-180  copie  di  WT1/104 copie  di  Abl  e  per  il 
periferico …Tale range è stato stabilito basandosi sulle più importanti 
evidenze in letteratura.
Il SYBER Green
La  metodica   Sybr  Green  utilizza  una  molecola  intercalante 
fluorescente  del  DNA,  con  elevata  affinità  per  il  solco  minore  del 
dsDNA.  Fintanto  che  rimane  libero  in  soluzione  non  emette 
fluorescenza significativa, quando però si intercala nella doppia elica 
del DNA la sua fluorescenza incrementa di circa 100 volte generando 
un  segnale,  che  elaborato  dalla  macchina  di  Real-Time,  risulta 
proporzionale al numero di copie di  trascritto presenti nel pozzetto 
(figura 7).
Per ottenere  un valore assoluto,  anche in questo caso è  necessario 
avere  un  gene  di  riferimento  su  cui  è  stata  costruita  una  curva 
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standard tale  da permetterci  di  valutare  la  qualità  del  cDNA e la 
quantificazione reale del gene.
Figura 7: rappresentazione schematica della metodica di Real-Time 
con Sybr Green.
La  rivelazione  SYBR Green  è  vantaggioso  per  quanto  riguarda  la 
sensibilità,  non  è  però  un  saggio  specifico  poiché  l’emissione  di 
fluorescenza  non  è  legata  direttamente  alla  sequenza  del  DNA  in 
esame, è sufficiente solo la presenza di una struttura a doppia elica di 
DNA  qualsiasi.  Pertanto  la  specificità  di  un  saggio  quantitativo 
mediante SYBR Green richiede di essere testata in ogni esperimento 
tramite la realizzazione della “curva di melting”. 
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Con temperatura  di  melting  (Tm)  si  definisce  la  temperatura  alla 
quale una determinata sequenza di DNA si trova per il 50% in forma 
dissociata. La Tm è caratteristica di una sequenza ed è influenzata 
essenzialmente  dalla  composizione  nucleotidica,  dalla  lunghezza 
dell’oligonucleotide e dalle condizioni  di  reazione (concentrazione di 
ioni Mg++, forza ionica, pH, concentrazione di SYBR Green…). Nella 
curva di  melting si  viene a formare,  infatti,  un caratteristico  picco 
ristretto,  corrispondente  alla  Tm  del  nostro  amplificato,  che  si 
differenzierà dalla amplificazione degli  artefatti  (dimeri di primers, 
prodotti  aspecifici)  in  quanto  questi  denaturano a temperature  più 
basse e generano curve più slargate. 
Figura  8:  all’aumento  della  temperatura  i  prodotti  di  PCR  si 
denaturano  determinando  la  liberazione  delle  molecole  di  SYBR 
Green  incorporate  (A)  con  una  riduzione  di  fluorescenza.  L’analisi 
mediante  il  programma  permette  di  ottenere  la  curva  di  melting 
relativa alla sequenza amplificata (B).
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La  curva  di  melting  è  la  visualizzazione  grafica  della  cinetica  di 
dissociazione  del  DNA  a  doppia  elica  all’aumentare  della 
temperatura,  in  cui  quindi  si  valuta  l’emissione  di  fluorescenza  in 
funzione della temperatura. Per allestire la curva di melting relativa 
alla  sequenza  amplificata  la  temperatura  viene  progressivamente 
aumentata, in genere da 65°C fino a 95°C. A basse temperature tutti i 
prodotti di PCR sono in assetto di doppia elica, in questa fase il SYBR 
Green si trova intercalato nel DNA determinando una fluorescenza 
evidente ed elevata. Al contrario, ad alte temperature, tutti i prodotti 
di  PCR  sono  denaturati  e  la  fluorescenza  diventa  in  pratica  non 
misurabile (Fig. 8). 
La quantificazione in Real-Time PCR per il trascritto del gene RPS14 
è stata condotta tramite utilizzo di Sybr Green Mastermix (Biorad) ed 
il kit Primer design (Eppendorf) che fornisce i primers ed i plasmidi 
necessari  alla realizzazione  della  standard curve ,  opportuni  per il 
test. Il controllo interno al saggio è rappresentato dal gene 18S.
Come campioni  di  riferimento sono stati  utilizzati  4 casi  affetti  da 
sindrome  5q-  e  4  donatori  sani.  Per  l'analisi  statistica,  i  valori  di 
RPS14 sono stati distinti  in “a bassa” e ad “alta” espressione sulla 
base dei valori medi misurati nei donatori sani (media: 1,073).
Valutazione del Copy Number Variations di RPS14
Con  lo  scopo  di  verificare  se  la  bassa  espressione  di  RPS14  fosse 
dovuta ad una riduzione del numero di copie del gene stesso sono stati 
condotti  saggi di TaqMan Copy Number Assay (Applied Biosystem).
I gDNA vengono amplificati con primers e probes (dye-labeled MGB) 
specifici per il gene d’interesse e per il gene di riferimento RNAsi P, 
che rappresenta il controllo intra campione del numero di copie.
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I risultati sono stati analizzati mediante “CopyCaller Software”  che 
permette la determinazione automatica delle copie del gene in esame. 
Analisi statistica
Le variabili continue sono state comparate con il tasso di risposta, di 
decessi  e  di  progressione  a  leucemia  acuta  mediante  test  di 
regressione logistica.  Le variabili  dicotomiche sono state analizzate 
mediante  test  di  Fisher.  L’analisi  univariata  per  la  stima  della 
sopravvivenza e della PFS/LFS è stata effettuata con la metodica dei 
ranghi  (log  rank).  Per  le  analisi  statistiche  è  stato  utilizzato  il 
software SPSS, versione 17.0.
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Capitolo 3 – Risultati
Valutazione della risposta al trattamento secondo i criteri IWG
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Dopo 8 settimane dall’inizio del trattamento, ovvero dopo soli 2 cicli, 
22pz  dei  53  arruolati  nello  studio  avevano  acquisito  una  risposta 
(ORR pari a 41,6 %):
3 CR (5,7 %), 
9 PR (17 %), 
10 HI (18,9 %).
Nei pazienti non responsivi si osservavano:
21 SD (39,6 %) e 
10 PD (18,9 %).
Non si sono avuti decessi nelle prime 8 settimane di osservazione.
Dopo 3 cicli dall’inizio del trattamento 24 pazienti avevano acquisito 
una risposta, per cui l'ORR raggiungeva il 45%:
13% CR (7/53), 
9,4% PR (5/53), 
22,6% HI (12/53).
Non si sono osservati decessi nelle prime 12 settimane.
Dopo 4 cicli dall’inizio del trattamento 26 pazienti avevano acquisito 
una risposta, per cui l'ORR raggiungeva 49%:
15,1% CR (8/53), 
11,3 % PR (6/53), 
22,6% HI (12/53). 
A questo  time point  si  è  registrato  un decesso per  progressione di 
malattia.
Dopo 6 cicli dall’inizio del trattamento l’ORR ammontava al 57,4%:
29.7% di CR,
12,8% di PR 
e 14,9% di HI. 
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In questo periodo 10 pazienti  progredivano e 3 di  questi  morivano 
come conseguenza di tale evoluzione di malattia.
Tossicità del trattamento
Nel complesso, il trattamento con 5-Azacitidina è stato ben tollerato. 
La  tossicità  ematologica  è  stata  la  più  rappresentata  benché  in 
associazione con il trattamento con 5-Azacitidina sia stato impostato 
supporto con fattori di crescita (Eritropoietina e G-CSF) (tabella10).
Tabella  10.  Registrazione  della  tossicità  ematologia  durante  il 
trattamento.
Le tossicità extra ematologica più rappresentata è stata la presenza 
di nausea di grado 1-2 nel 14,9% dei casi e di reazione cutanea nel sito 
di somministrazione del farmaco di grado 1-2 nell' 8,5% dei casi e di 
grado  3-4  in  un singolo  caso;  in  tale  paziente  si  è  resa  comunque 
necessaria una sospensione del trattamento.
Le  tossicità  d’organo  sono  risultate  di  scarsa  rilevanza.  Solo  un 
paziente ha presentato intolleranza al trattamento per epigastralgia 
di grado 4, con sospensione per tale motivazione. La maggioranza dei 
pazienti non ha presentato tossicità epatica (95,7%) né renale (93,6%). 
Solo il 4,3% ha presentato modesto rialzo delle transaminasi (grado 1-
2), ma senza necessità di sospensione del trattamento. Solo il 4,3% ha 
presentato  modesto  incremento  della  creatinina  (grado  1-2),  con 
insufficienza renale di grado 3-4 in un solo paziente. 
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Non si è verificata tossicità cardiaca nel 95,7% dei casi;  2 pazienti 
hanno  invece  presentato  eventi  cardiaci  di  grado  3-4  in  corso  di 
terapia (scompenso cardiaco, flutter atriale).
La  sintomatologia  sistemica  maggiormente  lamentata  è  stata  la 
fatigue di grado 1-2 nel 8,5% dei pazienti e di grado 3-4 nel 4,3% dei 
pazienti.
Non si  è  verificata tossicità neurologica ad eccezione di  un caso di 
ischemia cerebrale con decesso del paziente.
In 3 pazienti, in corso del follow-up, è stata riscontrata una seconda 
neoplasia  extraematologica  (melanoma,  carcinoma  gastrico, 
carcinoma vescicale).
In 14 pazienti si è verificata una neutropenia febbrile di grado 3 senza 
evidenza microbiologica di infezione documentata. Tuttavia in 8 casi è 
stato  possibile  documentare  la  presenza radiologica  di  un processo 
infettivo  a  carico  del  polmone.  In  ulteriori  3  casi  si  è  verificata 
infezione  dei  tessuti  molli  (cellulite,  ascesso  dentario,  ascesso 
cutaneo).
Valutazione della sopravvivenza
L' OS calcolato con un follow up mediano di 47 mesi ( range 1 - 240), 
risultava pari all' 80% dopo 24 mesi (grafico 1).
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Grafico 1. OS di tutti i pazienti.
Lo  studio  statistico  in  analisi  univariata  non  ha  mostrato  alcuna 
correlazione significativa con la risposta valutata ai 2°, 3° e 4° cicli.
Confrontando le caratteristiche demografiche e cliniche dei pazienti al 
momento dell’inizio del trattamento con l’OS a 2 anni non è emersa 
alcuna  correlazione  statisticamente  significativa  tra  OS  ed  età 
(inferiore o uguale/maggiore a 65 anni), sesso, cariotipo e numero di 
blasti.
Non  si  osservata  alcuna  correlazione  statisticamente  significativa 
dell’OS  a  2  anni  con  le  due  macrocategorie  WPSS  calcolate  al 
momento dell’inizio del trattamento (WPSS-t0) e successivamente ai 
cicli 2°, 3°, 4° e 6° dall’inizio del trattamento.
Valutazione della sopravvivenza libera da progressione
Con un follow-up mediano di 47 mesi (range 1 - 240), la PFS mediana 
risultava di 32 mesi, con una PFS a 24 mesi pari al 66% (Grafico 2).
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Grafico 2. PFS di tutti i pazienti.
Confrontando  le  caratteristiche  basali  dei  pazienti  al  momento 
dell’inizio del trattamento con la PFS a 2 anni non è emersa alcuna 
correlazione  statisticamente  significativa  tra  PFS  e  fascia  d’età 
(inferiore a 65 anni o meno), sesso del paziente e numero di blasti al 
momento della trattamento, classe di rischio citogenetico.
Allo  stesso  modo  non  si  è  osservata  alcuna  correlazione 
statisticamente  significativa  della  PFS  a  2  anni  con  le  due 
macrocategorie WPSS definite all’inizio del trattamento.
RPS14 e WT1: valutazione impatto prognostico
Confrontando  le  caratteristiche  basali  dei  pazienti  al  momento 
dell’inizio del trattamento con i livelli di espressione di WT1 e RPS14 
non  è  emersa  alcuna  correlazione  statisticamente  significativa  tra 
questi e fascia d’età (inferiore a 65 anni o meno), sesso del paziente, 
numero di blasti percentuali pre-trattamento, trasfusione dipendenza.
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Complessivamente  l’ORR  dopo  il  2°,  4°  e  6°  ciclo  non  è  stata 
statisticamente  influenzata  dai  livelli  di  espressione  di  WT1  pre-
trattamento  in  analisi  univariata.  Non  è  stata  osservata  alcuna 
correlazione statisticamente significativa tra la variazione dei livelli 
di  espressione  WT1  a  16  settimane  e  fascia  d’età,  sesso,  blasti 
percentuali  all’inizio  del  trattamento,  cariotipo,  trasfusione 
dipendenza.
In analisi uni variata, si è visto come i livelli di WT-1 misurati alla 
diagnosi  o  immediatamente  prima  dell'inizio  del  trattamento  non 
influenzino l'OS. 
Grafico 3: OS e livelli WT1 alla diagnosi
In analisi univariata, la valutazione dei livelli di espressione di WT1 
alla diagnosi o immediatamente prima dell'inizio del trattamento, ha 
mostrato che anche la PFS non è influenzata dai livelli di espressione.
77
Grafico 5: PFS & livelli di espressione di WT1 misurati alla diagnosi o
immediatamente prima del trattamento.
La  valutazione  dei  livelli  di  espressione  di  RPS14  alla  diagnosi  o 
immediatamente  prima  dell'inizio  del  trattamento,  in  analisi 
univariata,  pur  non  avendo  evidenziato  un  ruolo  significativo  (p= 
0,142) ha fatto osservare un trend positivo con OS a 2 anni pari al 
74%per i pazienti che mostravano bassa espressione di RPS14 (Low) 
verso  un  OS  del  100%  a  2  anni  per  i  pazienti  con  alti  livelli  di 
espressione di RPS14 ( High).
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Grafico4: OS & RPS14 misurati pre-trattamento.
Mentre la PFS è risultata significativamente influenzata dai livelli di 
espressione di RPS14 pretrattamento: per i pazienti con bassi livelli 
di RPS14 (Low) la PFS a 2 anni risultava del 57% contro il 100% dei 
pazienti che esprimevano alti livelli di RPS14 (High) pretrattamento
(p=0,021).
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Grafico 5: PFS e livelli RPS14 misurati pre-trattamento.
RPS14 e WT1: valutazione della correlazione variazione dei livelli di  
espressione – stato di malattia
Per valutare le variazioni dei livelli di espressione genica in corso di 
Follow Up viene definito " incremento" una variazione in aumento di 
2,5  volte  del  livello  di  espressione  genica  misurato  nel  campione 
successivo (es: valore precedente x 2,5).  Viene definita " riduzione" un 
dimezzamento  rispetto  al  controllo  precedente  dei  livelli  di 
espressione del gene (es: valore precedente x 0,5); infine viene definito 
come " stabile" l' oscillazione dei livelli di espressione genica compresi 
nei limiti dei precedenti: quindi < 0,5 in riduzione e < 2,5 in aumento.
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Delle 126 determinazioni in FU di RPS: 
82 (65,6 %) delle determinazioni quantitative mostravano trascritto 
stabile; 
26 (20,8 %) mostravano trascritto ridotto; 
18 (14,4 %) mostravano trascitto aumentato. 
Delle 144 determinazioni in FU di WT1: 
83 (57,6 %) mostravano trascritto stabile; 
39(27%) mostravano trascritto ridotto; 
22 (15,2 %) mostravano trscritto aumentato.
14 pazienti sono stati valutati in fase di Malattia Stabile ed i dati 
raccolti mostravano che:
9/14  pazienti  (64  %)  presentavano  determinazioni  concomitanti  di 
WT1 e RPS14 stabili, pari al 64 % di concordanza tra dati molecolari e 
clinici, nonchè concordanza tra WT1 e RPS14.
8 pazienti sono stati valutati in fase di Remissione di Malattia ed i 
dati  raccolti  mostravano  che  5/8  pazienti  (62%)  presentavano 
determinazioni concomitanti di WT1 e RPS14 ridotti, pari al 62 % di 
concordanza tra  i  dati  molecolari  e  clinici,  nonchè concordanza tra 
WT1 e RPS14.
11 pazienti sono stati valutati in fase di Progressione di Malattia ed i 
dati  raccolti  mostravano  che  6/11  pazienti  (54,5  %)  presentavano 
determinazioni concomitanti di WT1 e RPS14 aumentati, pari al 54,5 
%  di  concordanza  tra  i  dati  molecolari  e  dati  clinici,  nonchè 
concordanza tra WT1 e RPS14.
Abbiamo proceduto a valutare le variazioni dell'espressione genica e 
la loro predittività nelle diverse fasi di malattia.
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Degli 8 pazienti studiati in fase di Remissione di Malattia i livelli di 
espressione dei due geni erano così suddivisi: 
per RPS14 5/8 (62 %) mostravano riduzione dei livelli di espressione e 
quindi  concordanza  col  dato  clinico;  3/8  (38  %)  mostravano 
discordanza  col  dato  clinico  presentando  stabilità  o  incremento  dei 
valori.
Per  WT1  6/8  pazienti  (75%  )  mostravano  riduzione  dei  livelli  di 
espressione  e  quindi  concordanza  col  dato  clinico;  2/8  (25  %) 
mostravano  discordanza  col  dato  clinico  presentando  stabilità  o 
incremento dei valori.
In fase di Malattia Stabile (14 pazienti) i livelli di espressione dei due 
geni in esame si sono mostrati così suddivisi: 
per RPS14 11/14 (79 %) mostravano stabilità nei livelli di espressione 
e  quindi  concordanza  col  dato  clinico;  3/14  (21  %)  mostravano 
discordanza col dato clinico presentando incremento o riduzione dei 
valori.
Per  WT1  9/14  pazienti  (64  %)  mostravano  stabilità  nei  livelli  di 
espressione,  quindi,  concordanza  col  dato  clinico;  5/14  (36  %) 
mostravano  discordanza  presentando  incremento  o  riduzione  dei 
valori.
In fase di Progressione di Malattia (11 pazienti) i livelli di espressione 
dei due geni in esame si sono mostrati così suddivisi: 
per  RPS14  6/11  (54,5  %)  mostravano  incremento  dei  livelli  di 
espressione  e  quindi  concordanza  col  dato  clinico;  5/14  (45,5  %) 
mostravano  discordanza  col  dato  clinico  presentando  stabilità  o 
riduzione dei valori.
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Per WT1 9/11 pazienti  (82 %) mostravano incremento nei  livelli  di 
espressione,  quindi,  concordanza  col  dato  clinico;  2/11  (18,1  %) 
mostravano discordanza presentando stabilità o riduzione dei valori.
RPS14  e  WT1  hanno  quindi  dimostrato  di  essere  entrambi  ottimi 
marcatori sia in fase di Remissione che di Progressione di Malattia, 
capaci di predire l'andamento nella maggioranza dei casi.
L'  RPS14,  infatti,  ha mostrato  una concordanza col  dato clinico  in 
22/33 casi ed un valore predittivo positivo complessivo del 67%. 
WT1 ha mostrato una concordanza col dato clinico in 24/33 casi ed un 
valore predittivo positivo complessivo del 73 %, dimostrandosi anche 
migliore  dell'RPS14  elevandosi  prima  del  dato  clinico  in  2  casi  di 
Progressione di Malattia.
Valutazione del Copy Number Variation di RPS14
Tramite  la  metodica  Copy  Number  Assay sono  stati  valutati  17 
pazienti “a bassa” espressione di RPS14 alla diagnosi o all’inizio del 
trattamento, 3 pazienti con sindrome 5 q-, e 3 controlli sani.
L’analisi dei risultati ottenuti mostrava che 15 pazienti presentavano 
un valore di  Copy Number pari a due (come nei controlli sani) e che 
solo 2 pazienti mostravano un valore di  Copy Number inferiore a 2, 
paragonabile al valore dei pazienti affetti da sindrome 5q- (grafico 6). 
Da notare che in questi ultimi non è possibile escludere la presenza 
della del5q, in quanto appartenenti all’insieme dei pazienti di cui non 
era stato possibile effettuare la valutazione citogenetica. 
Alla  luce  di  questi  risultati  sembra  possibile  escludere  che  il 
meccanismo  dell’aploinsufficienza  sia  responsabile  della  riduzione 
dell’espressione di RPS14 nei nostri pazienti. Un’ulteriore conferma di 
tali risultati sarà effettuata con metodiche più sensibili, quali aCGH o 
Digital Dropelet PCR, per escludere che la possibile aploinsufficienza 
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presente  nella  sottopopolazione  di  cellule  leucemiche  possa  venire 
mascherata dalla prevalenza di cellule a genotipo normale. 
Grafico  6:  Rappresentazione  schematica  del  Copy  Number  Assay. 
Nell’ordine:  in rosa 2 pazienti  5q- ed i  2 pazienti  dello studio con 
Copy Number di 1; in verde 7 dei pazienti analizzati e 2 controlli sani.
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CAPITOLO  4  - 
Discussione
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Le  mielodisplasie  sono  patologie  neoplastiche  clonali  del  tessuto 
emopoietico  che  a  livello  clinico  possono  avere  sintomatologia 
eterogenea,  da decorso  relativamente  indolente  a  forme con rapida 
evoluzione  leucemica,  indicando  che  in  questi  ultimi  casi  le  AML 
possono essere  considerate  parte  del  medesimo spettro  continuo  di 
malattia piuttosto che disordini distinti. 
Pertanto,  l’individuazione  di  marcatori  che  possano  predire 
precocemente la tendenza alla progressione in pazienti ad alto rischio 
di trasformazione leucemica e la prognosi in corso di trattamento è un 
campo a cui numerosi ricercatori hanno dedicato la loro attenzione. 
Alcuni  gruppi  di  autori  hanno studiato la possibilità  di  creare uno 
score di fattori prognostici che possano predire la risposta a diversi 
tipi  di  trattamento,  incluso  quello  con  agenti  demetilanti  ed 
azacitidina  in  particolare  (Itzykson,  2011).  Altri  hanno  invece 
studiato la possibilità che lo stato di metilazione globale possa predire 
la  risposta  al  trattamento  sulla  base  del  meccanismo  d’azione  del 
farmaco (Shen, 2010), ma questo tipo di approccio implica laboratori 
di  biologia  molecolare  attrezzati  ad  hoc  ed  è  pertanto  un  modello 
scarsamente esportabile ad un vasto numero di realtà cliniche. Esiste 
poi un tentativo “intermedio” tra un sistema prognostico puramente 
“clinico”  e  uno  “molecolarmente  avanzato”,  basato  su  pochi  fattori 
scelti e testabili con analisi classiche di biologia molecolare mediante 
metodiche  semplici  come   PCR  quantitative,  ormai  disponibile  in 
molti laboratori.
86
Nel nostro studio erano stati inclusi 53 pazienti affetti da Sindrome 
Mielodisplastica  o  Leucemia  acuta  Mieloblastica  oligoblastica  che 
hanno intrapreso il trattamento con azacitidina secondo la schedula 
standard tra Settembre 2005 e Settembre 2012. Il follow-up è stato 
aggiornato al 7 Ottobre 2012.
In accordo con la letteratura, che prevede, per il trattamento con 5-
Aza,  tassi  di  risposta  quali  ORR,  CR,  PR,  Sopravvivenza  Mediana 
rispettivamente  del  11%;  10%;  1%;  20  mesi  (IWG-  International 
Working  Group-criteria  response)(Cheson  B  D),  già  dopo  3  cicli 
dall’inizio del trattamento 24 pazienti avevano acquisito una risposta, 
per cui l'ORR raggiungeva il 45%, di cui 13% CR , 9,4% PR. Fino a 
giungere dopo 6 cicli  dall’inizio del trattamento ad un ORR pari al 
57% con il 30% di CR, il 13% di PR. Il trattamento con 5-Azacitidina è 
stato ben tollerato, nonostante un 20% circa di complicanze infettive, 
risoltesi  dopo appropriato  trattamento antimicrobico.  Tali  dati,  pur 
provenienti da una casistica di soli 53 pazienti, ben ricalcano quanto 
riportato  in  letteratura,  confermando  confermando  pertanto  sia 
l'efficacia che la tollerabilità di un regime ormai riconosciuto come il 
trattamento  standard  delle  MDS  ad  alto  rischio  negli  USA  ed  in 
Europa.
Un secondo aspetto interessante di questo lavoro riguarda invece la 
valutazione  dell'eventuale  impatto  clinico-prognostico  offerto 
dall'analisi  di  2  marcatori  molecolari  patogeneticamente  rilevanti 
nelle MDS: WT1 ed RPS14.
Elevati livelli di WT1 sono stati infatti correlati alla prognosi ed alla 
sopravvivenza nelle leucosi acute (Hou, 2010; Cilloni 2008. Numerose 
evidenze indicano WT1 come marcatore: in grado di predire con i suoi 
incrementi di espressione l' imminente ripresa di malattia (Cilloni D 
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et  al  2002);  indice  di  malattia  minima  residua  dopo  trapianto 
allogenico  (Cilloni  D  et  al  2003);  nonché  correlato  a  prognosi  e 
sopravvivenza. Da qualche anno è oggetto di studi anche nel campo 
delle  SMD  con  interessanti  risultati.  E'  stata  vista,  infatti,  una 
correlazione  significativa  tra  livello  di  espressione  e  classe 
prognostica  IPSS,  essendo  più  elevato  nei  pazienti  a  classe 
prognostica peggiore ed incrementando durante la progressione della 
malattia  (Cilloni  D  et  al  2003).  Dei  pazienti  progrediti,  tutti 
mostravano un marcato aumento della quantità del trascritto di WT1 
al momento della progressione della malattia. I livelli di espressione 
erano aumentati nella maggioranza dei pazienti, con una correlazione 
tra i  livelli  di  trascritto e la percentuale dei  blasti  e quindi  con la 
categoria WHO. Una correlazione ancora più forte è stata trovata tra i 
livelli di espressione ed IPSS: solo due pazienti con RAEB sono stati 
trattati con chemioterapia, con successiva normalizzazione dei livelli 
di  WT1  nel  paziente  che  ha  ottenuto  una  remissione  ematologica 
completa.  Il  secondo paziente,  che presentava a livello  citogenetico 
una trisomia del  cromosoma 11,  ha raggiunto  un breve remissione 
ematologica completa, ma non una remissione citogenetica completa 
con  recidiva  di  malattia.  I  valori  di  WT1  erano  diminuiti  dopo  la 
chemioterapia, ma mai tornati alla normalità; in concomitanza con la 
ricaduta  ematologica,  sono  nuovamente  aumentati,  in  proporzione 
rispetto alla percentuale delle cellule trisomiche. 
Anche il nostro gruppo ha dimostrato un ruolo predittivo dei valori di 
WT1 alla diagnosi in pazienti affetti da MDS a basso ed alto rischio 
IPSS (Galimberti 2010). Pertanto, testare il  ruolo di WT1, valutato 
non solo alla diagnosi ma anche al momento dell'inizio della terapia 
con  azacitidina  e  poi  durante  i  primi  6  cicli  di  trattamento  ci  è 
apparso un argomento clinicamente rilevante.
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Una correlazione significativa è apparsa tra la variazione dei livelli di 
espressione di WT1 a 16 settimane ed il punteggio prognostico IPSS e 
WPSS,  con  il  100%  dei  pazienti  che  a  16  settimane  mostravano 
incremento di WT1 che rientravano nella categoria WPSS high+very 
high o IPSS high contro il  solo 46% di quelli che avevano livelli  di 
WT1 stabili o ridotti. Diversamente dallo studio precedente, in questa 
serie la PFS non è stata significativamente influenzata dai valori di 
WT1  all’inizio  della  terapia  con  azacitidina,  mentre  lo  è  stata 
dall’incremento  dei  livelli  di  espressione  misurati  alla  sedicesima 
settimana.  Tali  dati  suggeriscono  pertanto  che  il  trattamento  con 
azacitidina,  diversamente  da  quanto  osservato  per  le  terapie  di 
supporto,  è  in  grado  di  by-passare  il  ruolo  prognostico  di  WT1 
misurato alla diagnosi, e supportano l’utilità nel monitoraggio seriato 
dei livelli di WT1 in corso di trattamento con agenti demetilanti, con 
particolare attenzione per quei pazienti con più elevata categoria di 
rischio WPSS in cui si dimostra in grado tendenza alla progressione o 
perdita della risposta al trattamento.
Un  altro  aspetto  interessante  ci  è  apparsa  la  valutazione 
dell'espressione del gene RPS14, che, come abbiamo visto, è ad oggi 
considerato  uno  degli  elementi  patogenetici  più  rilevanti  nella 
sindrome  5q-,  la  cui  modulazione  da  parte  di  lenalidomide  si  è 
dimostrata un buon marker surrogato di risposta. Dutt et al (2011) 
hanno dimostrato che una ridotta espressione di RPS14 attiva p53, 
inducendo selettivamente arresto del ciclo cellulare ed apoptosi nella 
linea eritroide, come anche in modelli murini. 
Poiché tra i possibili meccanismi che controllano l'espressione genica 
vi sono quelli epigenetici, diversi autori hanno valutato la possibilità 
che  la  metilazione  del  promotore  di  RPS14  possa  giustificare  la 
ridotta espressione di questo gene. Tuttavia, tutti i dati sono concordi 
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nell’escluderne  un  ruolo,  sostenendo  pertanto  il  modello 
dell’aploinsufficienza  (Valencia,  2008;  Raza 2010;  Boultwood 2011). 
Uno studio multicentrico italiano (Oliva et al, 2010) ha confermato in 
vivo che l’espressione RPS14 era ridotta nei casi 5q- e che i suoi livelli 
divenivano  più  elevati  durante  il  trattamento  con  lenalidomide  in 
corso di risposta eritroide. Bassi livelli di RPS14 sono stati misurati 
anche in pazienti con sindromi mielodisplastiche senza delezione 5q-. 
Nel 2009, Czibere e collaboratori segnalati bassi livelli di RPS14 nel 
93%  di  MDS  avanzate  e  nel  42%  dei  pazienti  con  sindromi 
mielodisplastiche de novo, con un sottogruppo con una sopravvivenza 
significativamente superiore nei casi INT-1 con bassi livelli di RPS14. 
Abbiamo deciso quindi di analizzare i livelli di espressione del gene 
alla diagnosi così da valutarne la possibile associazione con gli indici 
di  sopravvivenza  e  di  prognosi  (OS  e  PFS),  nonchè  analizzarne 
l'andamento in corso di FU dei pazienti in trattamento con aza, al fine 
di valutare se e come l'aza influenzi i livelli di espressione genica.
Non è emersa alcuna correlazione statisticamente significativa tra i 
livelli di espressione di RPS14 e caratteristiche dei pazienti, ma per i 
pazienti con bassi livelli di RPS14 si è osservata una significativa più 
elevata  tendenza  alla  progressione  in  leucosi  acuta,  in  tempi  più 
rapidi.  Tali  risultati  supportano  l'ipotesi  che,  se  l’  espressione  di 
RPS14 non è realmente condizionata dalla metilazione, ma solo dalla 
aploinsufficienza,  l'uso  degli  agenti  ipometilanti  nei  casi  con  bassi 
livelli di RPS14 potrebbe non essere così efficace come atteso. 
Infatti  nello  studio,  comprensivo  di  28/37  (75%)  casi  di  score 
prognostico elevato (WPSS high+very high) è stato dimostrato come 
gli alti livelli di espressione di RPS14 alla diagnosi correlino ad una 
migliore prognosi, (seppure in modo non significativo) mostrando un 
OS pari al 100% a 24 mesi negli High Vs 74% a 24 mesi dei Low. 
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Allo  stesso  modo  la  PFS  risultava  positivamente,  nonchè 
significativamente  (p=  0,021),  influenzata  dagli  elevati  livelli  di 
RPS14 alla diagnosi mostrando il 100% PFS a 24 mesi Vs 57% dei 
Low. Ciò, oltre a dover stimolare la ricerca nel valutare la relazione 
dei  valori  di  RPS14  con  OS  in  casistiche  più  ampie,  suggerisce 
certamente una possibile straficazione dei pazienti pre-trattamento, i 
quali, seppur classificati come ad alto rischio negli score prognostici, 
potrebbero essere candidati a cicli di chemioterapia meno pesanti o 
più dilazionati. Allo stesso modo, ma con valore contrario, bassi livelli 
di  espressione  di  RPS14  alla  diagnosi,  nei  pazienti  con  score 
prognostico elevato, potrebbero identificare un gruppo di pazienti  a 
necessità  più  immediata  di  ricevere  trattamento  o/e  magari  un 
trattamento più aggressivo o prolungato.
Durante  le  misurazioni  effettuate  in  corso  di  trattamento, 
contrariamente a quanto farebbe ipotizzare la relazione intercorrente 
tra  RPS14  e  SMD,  nei  pazienti  non  si  è  osservato  un  incremento 
dell'espressione  di  RPS14  al  momento  del  raggiungimento  della 
risposta. Anzi, si è osservata una riduzione dei suoi livelli in corso di 
trattamento, consensuale all'ottenimento della risposta nel paziente, 
nonchè alla  riduzione dei  livelli  di  WT1.  Allo  stesso modo RPS ha 
mostrato delle oscillazioni  consensuali  alle variazioni  dello  stato di 
malattia in fase di  stabilità  e  di  ripresa.  I  livelli  di  espressione di 
RPS14 hanno dimostrato una buona predittività in corso di tutte le 
fasi di malattia:  mantenedosi  costante in corso di Malattia Stabile, 
elevandosi  in  corso  di  Progressione  di  Malattia,  calando in  fase  di 
Remissione.
Ponendo i due marcatori  a confronto in corso di FU, la predittività 
maggiore è stata mostrata da WT1, che si conferma ottimo marker 
per  valutare  l'andamento  del  paziente  e  stratificarne  il  rischio  di 
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ripresa  di  malattia  anche in  corso  di  trattamento  con  Azacitidina. 
Viceversa RPS14 si dimostra migliore per la stratificazione iniziale 
del paziente alla diagnosi, capace di influenzare significativamente la 
PFS.  Dallo  studio  si  evince,  che  entrambi  possono  esser  utilizzati 
come  marcatori  per  la  stratificazione  del  rischio  (rispettivamente 
RPS14 alla diagnosi e WT1 in corso di FU), nonchè, se sarà validato 
da studi futuri, per l' impostazione del trattamento nei pz con SMD ad 
alto rischio. Lo schema attuale di trattamento, infatti, non specifica 
quanto a lungo far durare lo stesso, nè i canoni per incrementare la 
dose  o  ridurla  o,  quando  e  se,  sospenderlo.  Se  futuri  studi  lo 
confermeranno alla luce dei nostri risultati sarebbe ipotizzabile che 
un semplice  test  molecolare quale quello  dell'espressione di  RPS14 
alla  diagnosi  potrebbe  fungere  da  ottimo  marcatore  per  la 
stratificazione  della  scelta  terapeutica  in  pazienti  con  più  elevato 
rischio di progressione. Questi pazienti potrebbero essere infatti buoni 
candidati  per  trattamenti  alternativi,  come  la  lenalidomide. 
Casistiche  più  ampie  e  dati  sulla  possibilità  di  un  ruolo 
dell'aploinsufficienza  di  RPS14 anche in  soggetti  non 5q-  potranno 
ulteriormente supportare i nostri risultati.
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